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RESUMEN	
 
La abeja de la miel Apis mellifera es la principal especie polinizadora empleada por el 
hombre para aumentar la productividad de los cultivos, y además desempeña una 
importante función en el mantenimiento de la biodiversidad en todo el mundo. En las 
últimas décadas, se ha apreciado un incremento de la mortalidad de las colonias de abejas 
en numerosas regiones, lo que ha llevado a generar una gran alarma debido a sus 
potenciales repercusiones económicas y medioambientales. Este fenómeno, caracterizado 
por no tener una causa conocida, se ha clasificado principalemente en “Síndrome de 
Despoblamiento de las Colmenas” (SDC), cuando presenta una sintomatología concreta de 
despoblamiento de abejas adultas, o simplemente “mortalidad invernal”, cuando las 
colmenas no superan el invierno por causas no identificadas. Estas pérdidas se han 
observado también en España, el país con mayor censo de colmenas de la Unión Europea 
e importante productor de miel. Esta situación ha generado la necesidad de estudiar las 
causas de tales pérdidas. Actualmente se considera que no existe una causa única que 
explique esta mortalidad sino que, por el contrario, se trata de un fenómeno en el que la 
interacción de varios factores afecta a las colonias. Entre estos factores considerados ‘de 
riesgo’ destacan la mala nutrición y la escasez de recursos, la climatología adversa y el 
cambio climático, la exposición a pesticidas neonicotinoides empleados en los cultivos 
donde pecorean las abejas, la presencia de depredadores naturales y especies invasoras y la 
acción de los patógenos presentes en las colmenas. Entre los patógenos que pueden afectar 
a la abejas, destacan los virus porque a pesar de conocerse su amplia distribución y 
prevalencia en las colmenas y haber sido asociados con eventos de mortalidad de colonias 
de abejas, aún son muchos los interrogantes sobre su patogenia, cómo se ven afectados por 
otros factores y cómo son capaces de alterar el equilibrio con el hospedador produciendo 
estados patológicos.  
Esta tesis doctoral, que lleva el título “Análisis virológico y epidemiológico del 
Síndrome de Despoblamiento de las Colmenas en España. Estudio de causas y 
consecuencias”, se ha centrado en el estudio de la implicación de los virus de abeja en las 
pérdidas de colmenas desde una perspectiva global, estudiando tanto aspectos del 
diagnóstico de virus, como de su epidemiología, considerando la asociación con otros 
factores que tienen un potencial efecto sobre las colonias. El trabajo desarrollado en la 
presente tesis ha generado cuatro artículos científicos, dos de ellos publicados y otros dos 
en fase de revisión en revistas científicas de impacto. Por un lado, estos artículos abarcan la 
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aplicación del diagnóstico molecular y la metagenómica para la detección de virus presentes 
en muestras de colmenas que presentan síntomas compatibles con el SDC (objetivos 1 y 2). 
Por otro lado, considerando las peculiaridades de las infecciones víricas en abejas y que las 
pérdidas de colmenas son un fenómeno multifactorial, se ha integrado el diagnóstico vírico 
en estudios epidemiológicos en los que se han considerado la influencia de otros factores, 
tanto internos como externos a la colmena, en el efecto patógeno que producen los virus. 
Así, se ha estudiado la presencia, carga vírica y estacionalidad de los virus de abeja que 
destacan por su potencial patógeno en dos regiones de España, Andalucía y Comunidad de 
Madrid, y se ha evaluado su relación con factores como las técnicas de manejo y la 
presencia de otros patógenos en la colmena (objetivos 3 y 4). 
El primer objetivo de esta tesis doctoral fue estudiar la potencial relación del virus 
de la parálisis aguda israelí (IAPV) con el SCD en colonias de abejas en España. Este virus 
había sido señalado como potencial indicador del SDC en EEUU en 2007, y su presencia 
en España fue detectada a partir del año 2010. En este objetivo, sin embargo, se cuantifica 
por primera vez y se analiza su potencial implicación con el SDC en nuestro país, 
seleccionando como área de estudio la CCAA de Andalucía. Se determinó mediante RT-
PCR que la frecuencia de IAPV en las colmenas muestreadas fue del 13.5% y la carga 
media 4.9x105 copias de genoma equivalente (CGE)/abeja, aunque se detectaron cargas de 
entre 102 y 107 CGE/abeja en las colonias muestreadas. Sin embargo, no se encontró 
asociación entre las colmenas que mostraban debilidad y la presencia de IAPV, 
observándose que las cargas más altas se encontraron tanto en colonias sanas como débiles. 
Esto parece indicar que altas cargas de IAPV no producen el colapso de las colmenas por sí 
solas, aunque sería interesante comprobar a nivel molecular e histopatológico si esta carga 
de IAPV produce daño a nivel individual. Además, se estudió el origen de la variante de 
IAPV presente en Andalucía mediante un análisis filogenético que reveló que dicha variante 
se agrupa junto con muestras de Francia en un clúster diferente del de la primera muestra 
descrita en España, concretamente en Valencia. Por tanto, estos resultados indican la 
presencia de dos linajes de IAPV evolutivamente distintos y con diferente origen en 
España. 
El segundo objetivo de esta tesis doctoral fue analizar la presencia de virus 
desconocidos potencialmente implicados en el SDC mediante metagenómica. Este objetivo 
surge por las limitaciones del diagnóstico de virus de abeja como: la ausencia de producción 
de anticuerpos, la imposibilidad de emplear cultivos celulares para su crecimiento, las 
infecciones mixtas y las limitaciones propias del diagnóstico molecular, que requiere del 
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conocimiento previo de la secuencia del virus. La metagenómica se basa en la 
secuenciación masiva del genoma vírico, por lo que no se ve afectada por estas limitaciones 
y por tanto ofrece una alternativa y una oportunidad única para el estudio de los virus 
implicados en la pérdida de colonias. Mediante este enfoque, se estudiaron los virus 
presentes en una muestra de una colonia que presentaba síntomas de SDC en un colmenar 
de Navarra. Se detectaron tres virus de abeja en coinfección en la muestra: IAPV y, por 
primera vez en Europa, los virus de la parálisis letal de los ápidos (ALPV) y del Lago Sinaí 
(LSV), dos virus previamente descritos en EEUU de los que es necesario estudiar su 
patogenia y su efecto concreto en el SDC. Por su parte, en análisis filogenético de IAPV 
reveló su similitud con la variante previamente descrita en Andalucía y otras secuencias 
descritas en Francia, lo cual podría explicarse por su proximidad geográfica. Además, este 
estudio reveló que las abejas pueden ser portadoras de un virus de planta, el virus del 
mosaico del nabo (TuRSV), constituyendo un potencial vector de este virus. 
El tercer objetivo de esta tesis doctoral fue determinar las prácticas de manejo que 
pueden influir en el efecto de las infecciones víricas sobre la salud de las colmenas. 
Entender el efecto de  las prácticas de manejo sobre la dinámica de los virus en las colonias 
puede ayudar en su optimización como estrategia para la prevención de enfermedades 
víricas, que pueden desencadenar el colapso de las colonias. Para ello se realizó un 
extensivo muestreo en la CCAA de Andalucía para caracterizar las prácticas de manejo y la 
presencia y carga de  virus de abeja (virus de las alas deformadas (DWV), virus de la realera 
negra (BQCV), virus de la parálisis aguda (ABPV), IAPV, virus Kashmir (KBV), virus de la 
cría sacciforme (SBV) y virus de la parálisis crónica (CBPV)), en dos muestreos en 
primavera-verano y otoño-invierno. Se observó un ligero empeoramiento del estado 
sanitario de las colonias en otoño-invierno, coincidiendo con una mayor presencia de 
enfermedad fúngica y síntomas inespecíficos como pillaje, aunque no se notificó la 
presencia de síntomas víricos. La presencia de virus fue común en ambos muestreos, 
aunque sólo BQCV y DWV fueron detectados en todas las provincias en los dos muestreos 
y sólo en el caso de DWV se apreció una tendencia de aumento de presencia y carga entre 
los dos muestreos, aunque no superaron el orden de 107 CGE/abeja y no se observaron 
síntomas de deformidad en las alas. El estudio de las relaciones entre las prácticas de 
manejo y la presencia de virus reveló tendencias para BQCV y DWV, destacando la 
asociación de prácticas y factores relacionados con la profesionalización con una menor 
presencia vírica. Por tanto, la formación en técnicas de manejo es esencial para mantener 
un óptimo estado sanitario de las colmenas.  
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El cuarto objetivo de esta tesis doctoral fue analizar la dinámica y las interacciones 
de los virus junto con otros patógenos y su implicación en el debilitamiento de las 
colmenas. Para ello se caracterizó la presencia de virus (DWV, BQCV, ABPV, IAPV, KBV 
y SBV), un microsporidio (Nosema ceranae) y un parásito (Varroa destructor), en muestras de 
abejas adultas y cría, durante las estaciones de primavera-verano y verano-otoño, en seis 
colmenares profesionales situados en entorno natural en la CCAA de Madrid. Se observó 
que la presencia de patógenos fue frecuente en las colonias durante primavera-verano, pero 
tanto la prevalencia como la carga de patógenos aumentaron en verano-otoño junto con la 
presencia de sintomatología evidente y debilidad en las colonias. El análisis de 
componentes principales mostró que las colonias de un mismo colmenar tienen presencia y 
cargas de patógenos similares, y por tanto, la caracterización del entorno de las colmenas 
puede ser clave en el estudio de la dinámica de los patógenos en las colonias. Por otro lado, 
se encontró una correlación positiva entre los virus BQCV y SBV en las dos estaciones, y 
una correlación entre DWV y Varroa en verano-otoño. El debilitamiento de las colonias se 
relacionó con la presencia de altas cargas de DWV en verano-otoño, cuando se observó la 
presencia de sintomatología abierta. Además, el estudio por separado de muestras de abejas 
adultas y cría reveló que la cría tiene mayor carga de DWV en esta época del año, indicando 
que puede ser una muestra interesante en el estudio de la interacción Varroa-DWV y su 
implicación en el colapso de las colonias. Por último, en este estudio se describe por 
primera vez la presencia del virus ABPV en España. 
Por tanto, esta tesis doctoral ha supuesto un gran avance en el estudio de la implicación de 
los virus en la pérdida de colonias desde una perspectiva multidisciplinar, combinando 
diagnóstico y epidemiología, en colonias de España, cuyo sector apícola es el más 
importante de la Unión Europea en censos y producciones. Los resultados de esta tesis 
permitirán implementar medidas de control y vigilancia que ayuden a minimizar el efecto 
de los virus sobre las colmenas y a mantener el estado sanitario de las mismas. 
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ABSTRACT	
 
The honey bee Apis mellifera is the main pollinator species used to increase the 
productivity of crops and it also has a central role in the conservation of the worldwide 
diversity. In the last decades, an increase in the mortality of honey bee colonies has been 
observed in many regions, causing a great alarm due to its potential economic and 
environmental consequences. This phenomenon, which has unknown causes, has been 
called “Colony Collapse Disorder” (CCD) when a depopulation of adult honey bees is 
observed, or “winter losses” when colonies do not survive to the winter by unidentified 
causes. These losses have also been observed in Spain, country within the European Union 
with the highest hive census and with important honey productions. This situation has 
generated the need to discover the cause of these losses. Nowadays it is considered that no 
single cause can explain this mortality, but this is a phenomenon where the interaction of 
multiple factors can affect honey bee colonies. Among these ‘risk’ factors some are 
highlighted, such as poor nutrition and lack of food resources, adverse climatology, 
exposure to neonicotinoid pesticides used in crops where bees forage, presence of natural 
predators and invasive species and presence of pathogens in the colonies. Viruses are 
important pathogens not only for their extensive prevalence and distribution and their 
association with colony mortality, but for the unknown aspects about their pathogenicity, 
how viruses can be affected by other factors and how viruses can alter the balance with the 
host leading to a pathological status. 
This doctoral thesis, entitled “Virological and Epidemiological analysis of 
Colony Collapse Disorder in Spain. Study of causes and consequences”, has focused 
in the study of the implication of honey bee viruses in colony losses from a global 
perspective, considering both viral diagnosis and epidemiology of viruses in association 
with other factors which may have a potential effect on honey bee colonies. The work 
developed in this thesis has produced four scientific articles, two of them published and 
two of them under review in scientific journals. On one hand, these articles comprise 
molecular diagnosis and metagenomics for the detection of viruses in samples from 
colonies with symptoms compatible with CCD (objectives 1 and 2). On the other hand, 
regarding the peculiarities of viral infections in honey bees and the multifactorial origin of 
colony losses, viral diagnosis has been integrated in epidemiological studies where the 
influence of other factors in the pathological effect of viruses has been considered, 
including both internal and external factors. Thus, this thesis has studied the presence, load 
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and seasonality of honey bee viruses important for their potential pathogenicity in two 
Spanish regions, Andalucía and Madrid. The relationships between bee viruses and other 
factors such as beekeeping practices and presence of other pathogens have also been 
evaluated (objectives 3 and 4). 
The first objective of this thesis was studying the potential relationship between 
Israeli acute paralysis virus (IAPV) and CCD in honey bee colonies in Spain. This virus was 
described as an indicator of CCD in USA in 2007, and its presence in Spain was detected in 
2010. However, this objective quantifies for the first time and analyzes the potential 
implication of IAPV in CCD in Spain, selecting the region of Andalucía as study area. The 
frequency of IAPV in the sampled colonies, diagnosed by RT-PCR, was 13.5% and the 
average viral load 4.9x105 GEC/bee, although loads between 102 and 107 GEC/bee were 
detected in the sampled colonies. However, no association between weak colonies and 
IAPV was observed and the highest IAPV loads were found both in healthy and weak 
colonies. These results suggest that high IAPV loads do not produce colony collapse by 
themselves, although further studies regarding histopathological analysis of individual 
honey bees would be interesting to assess the effect of these IAPV loads. Therefore, the 
origin of the IAPV isolate from Andalucía was studied using phylogenetic analysis, which 
revealed an association with sequences from France in a cluster different from the Spanish 
sample previously described in Valencia. Thus, these results indicate the presence of two 
different evolutionary lineages of IAPV with different origin in Spain. 
The second objective of this thesis was analyzing the presence of unknown 
viruses potentially implicated in SDC using metagenomics. This objective arises due to the 
limitations of the diagnosis of honey bee viruses such as: the lack of antibodies, the lack of 
cell cultures, the usual presence of viruses in coinfections and the limitations of molecular 
diagnosis, which requires the previous knowledge of the viral sequence. Metagenomics is 
based on the high-throughput sequencing of viral genomics, overcoming these limitations 
and thus, offering an alternative and a unique opportunity to study viruses implicated in 
colony losses. Using this approach, the presence of viruses was analyzed in one sample 
from a colony with CCD in Navarra. Three viruses were coinfecting this sample: IAPV 
and, for the first time in Europe, aphid lethal paralysis virus (ALPV) and Lake Sinai virus 
(LSV), two viruses previously described in USA which require further studies about their 
pathogenicity in honey bees and their role in CCD. The phylogenetic analysis of IAPV 
revealed similarities with the isolate from Andalucía previously described and other 
sequences in France, probably due to the geographical proximity. This study also revealed 
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that honey bees can carry a plant virus, turnip ringspot virus (TuRSV), potentially serving 
as important vector organisms.  
The third objective of this thesis was determining which beekeeping practices can 
influence in the effect of viral infections in colony health. Understanding the effect of 
beekeeping practices in colony health can help to its optimization as a strategy for the 
prevention of viral diseases that can lead to the colony collapse. An extensive sampling was 
performed in the region of Andalucía to characterize beekeeping practices and the presence 
and load of honey bee viruses (deformed wing virus (DWV), black queen cell virus 
(BQCV), acute bee paralysis virus (ABPV), IAPV, Kashmir virus (KBV), sacbrood virus 
(SBV) and chronic bee paralysis virus (CBPV)) in two samplings in spring-summer and 
autumn-winter. A slight deterioration of health status was appreciated in autumn-winter, 
together with fungal disease and unspecific symptoms such as kleptoparasitism of 
neighboring colonies, although no viral symptoms were appreciated. The presence of bee 
viruses was common in both samplings, however only BQCV and DWV were detected in 
all provinces in both samplings, and only DWV showed increased frequency and load 
between samplings to a maximum of 107 GEC/bee and without presence of wing 
deformities. Trends regarding associations between beekeeping practices and honey bee 
viruses were observed for BQCV and DWV. Importantly, association between beekeeping 
practices and factors related to professionalization and lower virus presence was found. 
Thus, training courses in beekeeping practices are essential for maintaining an optimal 
health status of colonies. 
The fourth objective of this thesis was to analyze the dynamics and interactions of 
honey bee viruses with other pathogens and their implication in colony weakening. To that 
end the presence of viruses (DWV, BQCV, ABPV, IAPV, KBV and SBV), one 
microsporidium (Nosema ceranae) and one parasite (Varroa destructor) was analyzed in samples 
from adult bees and brood, in spring-summer and summer-winter seasons in six 
professional apiaries located in natural environments in Madrid. Although the presence of 
pathogens was frequent in spring-summer, prevalences and loads increased in summer-
autumn together with the presence of overt symptomatology and colony weakening. 
Principal component analysis revealed that colonies from the same apiary have similar 
pathogen presence and load, and thus, characterization of the environment of colonies 
could be essential in the study of pathogen dynamics in honey bee colonies. Moreover, a 
positive correlation was found between BQCV and SBV loads in the two samplings, and 
between DWV and Varroa only in summer-autumn. Weakening of colonies was associated 
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with the presence of high DWV loads in summer-autumn, when overt symptoms were also 
observed. Therefore, study of adult and brood samples separately also revealed that brood 
samples had higher DWV load in this season, indicating that this is an interesting sample in 
the study of Varroa-DWV dynamics and implications in colony collapse. Finally, we first 
report the presence ABPV for the first time in Spain. 
Thus, this thesis represents a major progress in the study of the implication of 
honey bee viruses in colony losses from a multidisciplinary perspective, combining 
diagnosis and epidemiology, in colonies of Spain, which has the highest census and honey 
productions in the European Union. The results obtained in this thesis will allow the 
implementation of control measures and surveillance which could help to minimize the 
effect of viruses in colonies, maintaining their health status. 
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1. LAS	ABEJAS	Y	LA	APICULTURA	
1.1. Especies y distribución 
Las abejas melíferas o abejas de la miel son unos insectos pertenecientes al orden 
Hymenoptera y a la familia Apidae, que engloba unas 40000 especies de abejas y abejorros, 
incluyendo abejas sociales, pero también abejas solitarias y parásitas (Gupta et al. 2014). 
Dentro de esta familia se encuentra el género Apis, que engloba nueve especies de abejas 
melíferas sociales.  
Estas nueve especies se clasifican en tres linajes en función del tipo de nido y de su 
tamaño (Figura 1A y 1B):  
 Aquellas que construyen nidos con panales paralelos en espacios naturales 
cerrados tales como huecos de árbol y oquedades. Este hecho ha permitido 
al ser humano el aprovechamiento de estas especies en su beneficio 
mediante la reproducción de los nidos en colmenas cerradas. A este linaje 
pertenecen las especies Apis mellifera, Apis cerana, Apis koschevnikovi, Apis 
nigrocincta (abeja melífera de Filipinas) y Apis nuluensis (abeja melífera de 
Borneo), siendo las dos primeras las más empleadas en la práctica de la 
apicultura tradicional. 
 Aquellas que realizan sus nidos en espacios abiertos tales como ramas de 
árboles o adheridos a rocas. En este grupo se engloban el linaje de abejas 
gigantes, Apis dorsata y Apis laboriosa (abeja melífera del Himalaya) y el linaje 
de abejas enanas Apis florea y Apis adreniformis. 
De todas estas especies la más distribuida a nivel global es Apis mellifera, 
encontrándose originalmente en Europa y África, noroeste de Asia, Oriente Próximo, 
Cáucaso y la meseta Iraní, y expandiéndose a América y Australia gracias a la exportación 
de colmenas (Figura 2A). Existen multitud de subespecies de esta abeja, especialmente en 
Europa (Figura 2B), así como híbridos entre subespecies, como la abeja africanizada, un 
híbrido entre Apis mellifera mellifera y Apis mellifera scutellata (una de las subespecies africanas) 
que se distribuye por Sudamérica y parte de Norteamérica. 
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Figura 1. Tipos de abeja del género Apis. A) Evolución de los diferentes tipos de abeja: abejas que 
construyen nidos en oquedades (Apis), abejas gigantes (megapis) y abejas enanas (micrapis). B) 
Comparativa de morfología y tamaño de cada una de las especies del género apis. a) Apis (Apis) 
mellifera; b) A. (A.) koschevnikovi; c) A. (A.) nigrocincta; d) A. (A.) cerana; e) A. (Megapis) dorsata; f) A. 
(Micrapis) florea; g) A. (M.) andreniformis. Fuente: Engels et al., 2009. 
El resto de especies se distribuye por parte de África y por el continente asiático, 
desde Medio Oriente hasta Filipinas y Japón. En Asia la abeja predominante es Apis cerana, 
que se emplea en la apicultura, mientras que el resto de especies asiáticas se encuentran en 
áreas más restringidas y se emplean fundamentalmente para la extracción de miel en la 
propia ubicación natural del panal. 
 
Figura 2. A) Distribución mundial de las especies del género Apis. Fuente: elaboración propia a 
partir de(Gupta et al. 2014). B) Distribución de las subespecies de Apis mellifera en Europa. Fuente: 
Karl Udo Gerth, wikimedia.com, 2014. 
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La abeja asiática Apis cerana se caracteriza por ser de menor tamaño que su pariente 
europea, Apis mellifera. Ambas especies descienden de un antepasado común, pero han 
evolucionado hasta convertirse en especies genéticamente diferentes que no se pueden 
reproducir entre sí. Estas dos especies también se distinguen en su susceptibilidad a 
distintas enfermedades especialmente en lo que concierne al ácaro Varroa destructor, parásito 
originario de la abeja asiática (Rosenkranz et al. 2010). Debido a su actividad y a las 
características de los nidos que construyen, que facilitan su manejo, ambas especies de 
abejas son las principales empleadas en la apicultura de hoy en día. 
1.2. Generalidades de la biología de las abejas Apis mellifera 
Las abejas son insectos sociales con un alto grado de especialización y organización. 
El conjunto de abejas que descienden de una misma abeja reina se denomina colonia. Su 
estructura social se compone de grupos de abejas con distintas funciones, denominados 
“castas”. Existen tres castas de abejas: abeja reina, abeja obrera y zánganos (Figura 3). La 
abeja reina y las obreras son las hembras y proceden de huevos fecundados y por lo tanto 
son individuos diploides (2n). En cambio, los zánganos son los machos y proceden de 
huevos sin fecundar, por lo que son haploides (n). 
Abeja reina. La abeja reina es la única hembra fértil de la colonia y es la base sobre 
la que se sustenta la misma, ya que tiene como funciones la reproducción de la colonia y el 
mantenimiento de su cohesión. En cada colonia de abejas existe una sola abeja reina que 
mediante la emisión de feromonas mantiene unida la colmena y evita la formación de 
nuevas reinas. Estas abejas nacen en celdillas especiales llamadas “realeras”, más alargadas 
que una celdilla normal de abeja obrera. Además, son alimentadas desde su eclosión con 
jalea real, producida por las abejas obreras nodrizas. Su composición permite el desarrollo 
del aparato reproductor de la reina. Al poco tiempo de nacer realiza varios vuelos en los 
que es fecundada por los zánganos. Gracias a su espermateca la reina puede controlar la 
fecundación de cada huevo por lo que puede poner huevos fecundados o sin fecundar en 
función de las necesidades de la colmena, dando lugar a abejas obreras o a zánganos, 
respectivamente. Aunque pueden vivir hasta cinco años, generalmente se renuevan de 
forma natural cada dos o tres años, o artificialmente cada dos. 
Abeja obrera. Las abejas obreras son la casta más numerosa y la que realiza mayor 
número de funciones en la colmena. Una colmena normal en climas templados puede tener 
entre 20000 y 80000 abejas obreras, dependiendo de la estación del año (BYBA. 2015). Las 
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funciones que desempeñan las abejas obreras varían con la edad. En primer lugar las abejas 
son limpiadoras y realizan tareas de limpieza en las celdillas de los panales; después pasan a 
ser nodrizas y se ocupan del cuidado de la cría; tras esto se convierten en cereras y 
construyen los panales de cera; más tarde son almacenadoras y colocan el alimento en las 
celdillas de miel y polen. Las abejas obreras de más edad son las guardianas, que evitan la 
entrada de abejas de otras colmenas y defienden la colmena de los depredadores; 
ventiladoras, que se encargan de generar corrientes de aire para mantener la constante la 
temperatura de la colmena y para deshidratar el néctar y convertirlo en miel; su última tarea 
es la de pecoreadoras, que se encargan de recoger el néctar y el polen de las flores, así como 
de proveer a la colmena de agua. La distancia de pecoreo habitual de las abejas es de entre 
dos y tres kilómetros, aunque dependiendo de la disponibilidad de recursos puede variar 
desde uno hasta 10 kilómetros. Una vez una primera abeja pecoreadora (exploradora) ha 
encontrado un recurso, regresa a la colmena y comunica al resto de pecoreadoras la 
posición exacta respecto al sol mediante la conocida como “danza de las abejas”. 
Zángano. La función del zángano es básicamente fecundar a la abeja reina 
mediante varios vuelos nupciales en los que la reina inicia un vuelo en vertical y es 
alcanzada sólo por los zánganos más vigorosos. En el interior de la colmena sus funciones 
son más discutidas, aunque se considera que ayudan a mantener el calor de la colmena y a 
repartir el néctar. 
Anatómicamente estas tres castas se distinguen por su morfología, siendo la más 
pequeña la abeja obrera. Los zánganos se distinguen por el mayor tamaño de su abdomen y 
sus ojos, y la abeja reina por su abdomen alargado, debido al desarrollo de su aparato 
reproductor. 
 
Figura 3. Castas de abejas Apis mellifera. Fuente: elaboración propia a partir de alexanderwild.com. 
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Cuando la abeja reina realiza la puesta del huevo, éste eclosiona el día 4 dando lugar 
a una larva. La larva es alimentada por las abejas nodrizas y aumenta su tamaño hasta el día 
8, en el que adquiere una orientación vertical dentro de la celdilla, con el extremo anterior 
orientado hacia fuera. El día 9 las abejas nodrizas operculan la celdilla para que la larva 
sufra la metamorfosis, pasando de pupa a adulta, hasta el día 21, que emerge de la celdilla. 
Este ciclo es más largo en el caso de los zánganos, ya que las celdillas se operculan el día 10 
y emergen el día 24. En cambio, en el caso de la abeja reina, el ciclo es más corto, con una 
duración de 16 días, y se realiza en la llamada “celda real o realera” (Figura 4).  
 
Figura 4. Desarrollo de la abeja. A) Esquema del desarrollo de una abeja obrera en el interior de la 
celdilla de cría. B) Detalle de una celda real o realera. C) Detalle de cría operculada de abejas obreras 
(parte superior de la imagen) y de zángano (parte inferior de la imagen). Fuente: elaboración propia 
a partir de honeybee.drawwing.org y extensión.org. 
La dinámica poblacional de las colmenas es fundamental para entender el 
funcionamiento de la misma. En climas templados, durante la primavera comienza la época 
de cría, en la que aumenta la población de la colmena, que alcanza su máximo en verano 
(Figura 5). Las abejas obreras nacidas en esta época tienen una vida corta, entre 28-40 días 
en primavera y hasta 80 días en verano, ya que la tasa de reposición es alta. Sin embargo, en 
otoño disminuye considerablemente la puesta de la reina para preparar la colmena para el 
periodo de baja actividad o “hibernación”. Las abejas nacidas en otoño son por esta razón 
más longevas, viviendo entre 90 y 140 días, para poder llegar a la primavera con suficiente 
población para protegerse de las adversidades climatológicas y de la baja disponibilidad de 
recurso.  
INTRODUCCIÓN 
8 
 
 
Figura 5. Dinámica de la colonia. Días de vida de las abejas obreras a lo largo del año en 
comparación con la población total de la colmena. Fuente: Elaboración propia. 
1.3. Apicultura 
La apicultura (apis: abeja, cultura: cultivo o cuidado) se define como la ciencia o el 
arte de criar abejas para aprovechar sus productos (RAE. 2015). Las primeras evidencias 
sobre el aprovechamiento de la labor de las abejas por parte del hombre datan del 
mesolítico, con pinturas rupestres en las que se observa la recolección de miel en panales 
silvestres. Con el auge de las grandes civilizaciones de la antigüedad el hombre empezó a 
criar colonias de abejas en recipientes tales como vasijas de cerámica o mimbre, tal como 
indican los jeroglíficos del año 2500 a.C. en Egipto y los restos arqueológicos en China. En 
Asia Menor existió una gran admiración por las abejas, destacando el pueblo Hitita, que ya 
dejó constancia escrita alrededor del año 1500 a.C. de su actividad apícola (Crane. 2013). 
En España la primera referencia a la apicultura aparece sobre el año 1500 a.C. con el 
pueblo Tartesso, que se asentó en el sur de la Península. Más tarde aparecen referencias a la 
apicultura en el Imperio Romano, con el tratado De Re Rustica en el año 50 d.C., escrito 
por Lucio Junio Moderato Columela, así como en documentos árabes como el volumen 9 
del Tratado de Agricultura de Abu Zacariah lahia. En la época medieval Alfonso X llevó a 
cabo las primeras ordenanzas sobre la apicultura y en el siglo XIV Méndez de Torres 
escribió sobre la apicultura en España y estableció conceptos sobre la reproducción de las 
abejas. Sin embargo, se trataba de una apicultura tradicional en el que el conocimiento que 
se tenía de la biología de la abeja era muy limitado. A partir del siglo XVIII, cuando se 
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realizaron descubrimientos básicos sobre la biología de las abejas, la apicultura empezó a 
desarrollarse y tecnificarse hasta convertirse en la actividad que conocemos hoy en día. 
Al mismo tiempo que se ampliaba el conocimiento sobre las abejas, los apicultores 
adaptaban las técnicas empleadas para manejar las colonias. Esta evolución se ha apreciado 
claramente en el elemento que se usa para mantener las colonias en un lugar: la colmena. 
Las primeras colmenas empleadas en la apicultura eran colmenas fijistas o estantes, ya 
que permanecían fijas en el mismo lugar durante todo el año. Estas colmenas tenían en 
común un aprovechamiento limitado de las colonias, ya que para la extracción de miel se 
cortaban los panales lo que implicaba que las colonias debían reconstruir los panales para la 
temporada siguiente. Más recientemente, con el desarrollo de la apicultura, se idearon las 
colmenas movilistas (Langstroth. 1852), que consisten generalmente en cajas de madera 
que contienen cuadros móviles en los que las abejas construyen los panales. Estas colmenas 
han propiciado el desarrollo de una apicultura más tecnificada e intensiva.  
Igualmente, existen dos tipos de apicultura: la apicultura sedentaria o estante y la 
apicultura trashumante. En la apicultura estante las colmenas permanecen todo el año en 
el mismo emplazamiento por lo que son altamente dependientes de las condiciones del 
medio ambiente que las rodea.  En la apicultura trashumante las colmenas son trasladadas a 
otros emplazamientos en distintas épocas del año para aprovechar las floraciones y las 
condiciones climatológicas adecuadas. El desarrollo de la apicultura trashumante ha 
permitido obtener máximos rendimientos en la producción apícola, así como aumentar la 
producción de numerosos cultivos gracias a la labor polinizadora de las abejas. 
 
2. IMPORTANCIA	DE	LA	ABEJA	
La actividad de la abeja Apis mellifera conlleva numerosos beneficios en dos aspectos 
diferentes pero complementarios. En primer lugar, el manejo de colonias de abejas en la 
apicultura da lugar a una serie de beneficios directos,  traducidos en productos de la 
actividad apícola cuya venta supone un beneficio económico. Dentro de estos productos se 
encuentra principalmente la miel, y como productos secundarios podemos encontrar cera, 
polen y propóleo. Así mismo, la actividad polinizadora de la abeja produce beneficios 
indirectos que se traducen en el aumento de los rendimientos de numerosos cultivos de 
los que depende en gran medida nuestra dieta. 
INTRODUCCIÓN 
10 
 
2.1. Beneficios directos: el sector apícola español 
2.1.1. Censos 
El sector apícola español es uno de los más importantes a nivel tanto europeo 
como mundial. En los últimos datos publicados sobre el sector España es el país europeo 
con mayor censo de colmenas, contabilizado en 2.459.373 colmenas, lo que supone el 
17.6% de las colmenas totales de Europa (MAGRAMA. 2015). Las CCAA con mayor 
censo de colmenas son Andalucía, Extremadura, Castilla y León y Comunidad Valenciana, 
siendo las CCAA de Extremadura y Andalucía las que más han crecido desde 2008 hasta 
2015, un 57.7% y un 26.5%, respectivamente. En cuanto a las explotaciones apícolas 
registradas, es Castilla y León la que cuenta con un mayor número (16.5% del total en 
España), seguida de Andalucía (15.9%) y Galicia (12.8%) (Figura 6). Si clasificamos las 
explotaciones apícolas por sistema productivo, la mayor parte corresponde a colmenares 
estantes (63.2%).  
 
Figura 6. Evolución del número de explotaciones apícolas en España 2008-2015. Distribución por 
Comunidades Autónomas. Fuente: Elaboración propia a partir de MAGRAMA, 2015. 
2.1.2. Productos apícolas 
Los principales productos derivados de la actividad apícola son miel, cera, polen, 
propóleo y jalea real. El sector apícola español destaca también por ser uno de los mayores 
productores de miel y cera de Europa, con un total de 30.614 Tm de miel y 1.711 Tm de 
cera producidas en 2013. Las CCAA con mayor producción de miel son la Comunidad 
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Valenciana (19.9% del total en España), Andalucía (19.1%) y Extremadura (18%) (Figura 
7). Gran parte de la producción de miel se destina a la exportación, siendo España el 
segundo país exportador de miel después de Alemania. Se exporta miel mayoritariamente 
dentro de la UE, donde ha ido aumentando progresivamente desde 2004, y especialmente a 
Francia, Alemania e Italia, aunque también se exporta a terceros países. En cambio, las 
importaciones, que también han aumentado desde 2004, provienen fundamentalmente de 
terceros países, especialmente de China y Uruguay. No obstante, el autoabastecimiento de 
miel en España para 2014 se ha estimado en un 105.8%. 
 
Figura 7. Producción de miel y cera en España en 2013. Distribución por Comunidades 
Autónomas. Fuente: Elaboración propia a partir de MAGRAMA, 2015. 
 
2.1.3. Profesionalización del sector español 
La profesionalización del sector apícola es un aspecto fundamental de este tipo de 
actividad ganadera, ya que implica una mayor tecnificación, formación en materia sanitaria 
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y de manejo, y en definitiva, un mayor rendimiento de las colmenas, que se traduce en un 
mayor beneficio económico.  
El sector apícola español destaca por ser uno de los más profesionalizados de la 
UE, con un 80% de colmenas profesionales sobre el total de colmenas del país, lo que 
supone un 17.6% de las colmenas profesionales de la UE. Esta profesionalización se 
aprecia claramente también en el número de apicultores profesionales, ya que el 18.51% de 
apicultores españoles se engloban en esta categoría (Figura 8). 
 
Figura 8. Censo apícola en la Unión Europea 2011-2013. Distribución por países. Fuente: 
Elaboración propia a partir de MAGRAMA, 2015. 
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2.2. Beneficios indirectos: importancia de la polinización 
La contribución más importante de las abejas es sin duda su papel en la 
polinización. La polinización se define como el paso o tránsito del polen desde el estambre 
en que se ha producido hasta el pistilo en que ha de germinar (RAE. 2015). Los 
polinizadores son aquellos individuos que durante su actividad favorecen este tránsito de 
polen (Figura 9). Los polinizadores tienen por tanto un papel fundamental en la mayoría de 
los ecosistemas terrestres y prestan un servicio vital para mantener tanto la biodiversidad de 
la flora silvestre (Ashman et al. 2004; Potts et al. 2010a) como para la productividad de la 
agricultura (Klein et al. 2007). Las abejas son buenos polinizadores ya que en su actividad 
de pecoreo visitan numerosas flores para obtener tanto néctar como polen. El polen queda 
adherido tanto en las extremidades como en las vellosidades, facilitando su paso de una 
planta a otra. De hecho, la producción del 84% de especies cultivadas en Europa depende 
directamente de la polinización a través de insectos, especialmente las abejas (Williams. 
1994). Se estima que 52 de las 115 principales fuentes de alimento para el hombre 
dependen directamente de la polinización tanto para la producción de frutos como de 
semillas (Klein et al. 2007). Aunque no son mayoritarios los cultivos que dependen en su 
totalidad de la polinización por parte de las abejas, la gran mayoría de ellos aumentan los 
rendimientos en cantidad y calidad cuando esta polinización ocurre. En términos 
económicos, se ha calculado que el valor global de la polinización a través de insectos es de 
153 billones de euros anuales, lo que representa un 9.5% del total de la producción agrícola, 
y de 14.2 billones de euros tan sólo en Europa (Gallai et al. 2009). Muchos de estos cultivos 
son polinizados gracias al movimiento específico de colmenas para su polinización 
(trashumancia). 
 
Figura 9. Abeja polinizando una inflorescencia. Fuente: inhabitat.com 
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3. PROBLEMÁTICA	 ACTUAL:	 DESAPARICIÓN	 DE	 LAS	
ABEJAS	
Si bien la apicultura ha existido desde la antigüedad, no fue hasta finales del siglo 
XIX cuando se empezó a tecnificar y pasó a ser una actividad más intensiva. La 
intensificación trajo consigo el aumento del número de colmenas por asentamiento, y por 
tanto, los problemas sanitarios se hicieron más visibles y frecuentes. A pesar de esto, el 
aumento del conocimiento sobre estas enfermedades ha permitido establecer prácticas 
sanitarias y de manejo han permitido que las colmenas convivieran con ellas. 
Sin embargo, a partir de la segunda mitad del siglo XX se ha observado un marcado 
descenso del número de colmenas, tanto en EEUU como en Europa. En una revisión 
sobre el estado de las colmenas se estimó con datos de la FAO que las pérdidas desde 1961 
a 2007 fueron de 26.5% en Europa y de hasta 49.5% en EEUU (VanEngelsdorp y Meixner, 
2010). Además, también se han documentado descensos acusados en el número de 
enjambres silvestres en estas dos regiones (Moritz et al. 2007; Jaffe et al. 2010; Potts et al. 
2010b). Estos datos resultan especialmente alarmantes cuando pérdidas importantes se 
observan en periodos de tiempo cortos o en una misma temporada. Desde 1869 se han 
registrado al menos 18 episodios de pérdida inusual de colonias (Underwood y 
VanEngelsdorp, 2007). Sin embargo, en las últimas décadas, los fenómenos de este tipo se 
han observado con más frecuencia. Uno de los términos más empleados en los últimos 
años y que hace referencia a este fenómeno ha sido “Síndrome de Despoblamiento de 
las Colmenas” (SDC o CCD por sus siglas en inglés) (Figura 10). Esta expresión fue 
acuñada en EEUU para definir un síndrome que se caracteriza por: 
- La pérdida rápida de abejas obreras adultas en las colmenas afectadas, que se 
muestran como colonias débiles o muertas, con un exceso de cría en 
comparación con la población adulta y con abundantes reservas de miel y polen 
- Una marcada falta de abejas obreras muertas tanto dentro como alrededor de la 
colmena afectada 
- Una ausencia de invasión de la colmena afectada por especies invasoras (como 
el pequeño escarabajo de las colmenas o la polilla de la cera) y una ausencia de 
kleptoparasitismo de las colonias vecinas (pillaje) (Cox-Foster et al. 2007; 
Vanengelsdorp et al. 2009). 
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Figura 10. Cuadros de una colmena con síntomas de SDC en EEUU. Se aprecia la falta de 
individuos adultos en presencia de cría en los cuadros, que queda desatendida. Fuente: 
VanEngelsdorp et al., 2009. 
 
El SDC fue notificado por primera vez en 2006 en EEUU, aunque se tienen 
evidencias de pérdidas anormales de colmenas consistentes con este síndrome desde 2004. 
Desde entonces se han observado pérdidas por encima de lo considerado como normal en 
años sucesivos (VanEngelsdorp et al. 2008; vanEngelsdorp et al. 2010; vanEngelsdorp et al. 
2011), aunque en las últimas encuestas se ha detectado una disminución del fenómeno en 
EEUU (vanEngelsdorp et al. 2012). 
Por otro lado, son ya numerosos los artículos que describen “pérdidas 
invernales” anormales de colonias (Currie et al. 2010; Genersch et al. 2010; Hatjina et al. 
2010; Potts et al. 2010b; van der Zee et al. 2012), sin que se llegue a observar la 
sintomatología típica del SDC. Aunque diferenciados, ambos fenómenos comparten que 
las pérdidas de colonias usualmente no se atribuyen a ninguna enfermedad conocida o no 
se aprecia una sintomatología compatible con las enfermedades descritas hasta el momento, 
por lo que en muchas ocasiones se han considerado como el mismo fenómeno. Se han 
notificado casos de pérdidas invernales anormales especialmente desde la temporada 
2002/2003, con casos en localizaciones tan remotas como Canadá (Currie et al. 2010) y 
Alemania (Genersch et al. 2010). En el caso de España se observaron tanto altas 
mortandades de colonias como despoblamiento de las colmenas durante la temporada 
2004/2005 (Higes et al. 2005; Pajuelo. 2005), aunque en los años sucesivos sólo se han 
notificado casos esporádicos a falta de encuestas a nivel nacional. Recientemente un estudio 
pan-europeo ha estimado que en Europa sigue habiendo pérdidas invernales del 30% en 
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algunas regiones, aunque en España se ha estimado que en 2012-2013 las pérdidas fueron 
del 9.5% de las colonias (Chauzat et al. 2014). 
3.1. Causas de la pérdida de colmenas 
Son muchas las causas que se han barajado para explicar estas pérdidas inusuales, 
tanto de naturaleza abiótica como biótica, si bien ninguno de ellos ha sido reconocido 
como el único responsable. En cambio, el resultado de numerosos estudios parece indicar 
que se trata de un problema multifactorial en el que varios factores interactúan 
produciendo el colapso de la colonia, destacando especialmente los patógenos como 
agentes principales de este fenómeno. A continuación se revisan los principales factores 
que han sido estudiados en relación a la pérdida de colmenas. 
3.1.1. Clima  
Debido a las características de la producción apícola, el clima tiene un claro efecto 
sobre las colonias, e influye en ellas tanto de manera directa como indirecta 
(VanEngelsdorp y Meixner, 2010). La temperatura ambiente influye directamente en las 
colonias, ya que cambios bruscos de temperatura o temperaturas extremas obligan a las 
colonias a realizar sobreesfuerzos para regular la temperatura del interior de la colmena. 
Por ejemplo, temperaturas muy bajas en poblaciones pequeñas pueden producir el 
enfriamiento de la cría. En cambio, las altas temperaturas favorecen el aumento de la 
productividad de la colonia porque reduce la demanda metabólica de las abejas 
pecoreadoras (Harrison y Fewell, 2002). Además, el clima influye indirectamente en la 
colonia al tener un efecto en la disponibilidad de recursos en los alrededores de la misma. 
De este modo, en temporadas de escasez de lluvia y bajas temperaturas, disminuye la 
producción de néctar en las plantas, lo que limita las reservas alimenticias de las colonias. 
Por otro lado, el cambio climático en el área mediterránea hace que las precipitaciones sean 
más escasas y las temperaturas más elevadas. Este hecho puede estar teniendo un efecto en 
la disponibilidad de recursos debido al agotamiento de las floraciones, que cada vez son 
más cortas. Además, se ha comprobado que factores como la temperatura y humedad 
favorecen la proliferación de patógenos como Varroa destructor (Harris et al. 2003) y hongos 
(Bailey y Ball, 1991). 
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3.1.2. Nutrición inadecuada 
La mala nutrición es una de las principales causas de muerte en invierno aunque 
puede observarse igualmente durante el resto del año. Se produce fundamentalmente 
cuando el recurso natural escasea y las abejas comienzan la hibernación con recursos 
insuficientes. Las abejas aparecen muertas en el interior de la colmena y muchas de ellas 
metidas en las celdillas. Por tanto, la revisión periódica de las colonias es fundamental para 
asegurar que las reservas son suficientes, especialmente de cara al invierno, de lo contrario 
es necesario suplementar las colonias. Además de cantidad, es necesario que las abejas 
tengan alimento de calidad. Se ha descrito que las abejas necesitan de una proporción 
determinada de aminoácidos para alimentarse (de Groot. 1953). La proliferación de 
monocultivos y el auge de la trashumancia de colmenas para polinizarlos ha producido que 
muchas colonias tengan una dieta pobre que puede tener un efecto negativo en su salud, 
como los que ya han sido descritos sobre su sistema inmune (Alaux et al. 2010). Por otro 
lado, la pérdida de hábitats naturales y la fragmentación del territorio, factores cada vez más 
frecuentes hoy en día, también determinan una menor disponibilidad de recursos para las 
colmenas, ya que reducen el área de pecoreo efectiva de una colonia. 
3.1.3. Pesticidas y contaminantes ambientales 
La agricultura moderna requiere del uso de productos químicos tales como 
insecticidas, fungicidas y herbicidas para evitar las plagas que afectan a los cultivos y así 
aumentar los rendimientos de los mismos. Las abejas quedan expuestas a estos productos 
debido a su actividad de pecoreo si el colmenar se sitúa en las proximidades. Se han 
estudiado los efectos de distintos compuestos sobre las abejas y especialmente el de los 
neonicotinoides, que son los que han demostrado un mayor efecto sobre las colmenas. 
Aunque en ocasiones los efectos pueden ser agudos, con gran mortalidad de colmenas, los 
efectos más graves son los crónicos o sub-letales entre los que se encuentran parálisis, 
desorientación y cambios de comportamiento (Desneux et al. 2007). Tales efectos han 
llevado a realizar minuciosos estudios de riesgo asociado a los pesticidas por parte de la 
EFSA (EFSA. 2012a; EFSA. 2012b), lo que derivó en 2013 en la prohibición del uso 
durante dos años de tres neonicotinoides: clotianidina, tiametoxam e imidacloprid.  
Otras causas que potencialmente pueden contribuir a la pérdida de colonias están 
también relacionadas con el entorno y las condiciones de manejo de las mismas: los 
cultivos de organismos modificados genéticamente (OMG), las radiaciones 
electromagnéticas y la presencia de residuos de tratamientos sanitarios. Aunque 
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inicialmente se asume que la presencia de OMG con insecticidas podría tener un efecto 
negativo sub-letal sobre la colmena, este hecho aún no ha podido ser demostrado (Rose et 
al. 2007). Igualmente, las radiaciones electromagnéticas podrían tener un efecto adverso 
sobre la orientación de las abejas (Kimmel et al. 2007), pero ningún estudio ha cuantificado 
la magnitud de este daño. Por último, se ha visto que los compuestos empleados en el 
tratamiento sanitario contra el ácaro Varroa destructor se acumulan en la colmena, 
especialmente en la cera (Bogdanov. 2006; VanEngelsdorp y Meixner, 2010). Sin embargo, 
se requieren estudios en los que se verifique el efecto a largo plazo sobre las colonias 
(Desneux et al. 2007; VanEngelsdorp y Meixner, 2010). 
3.1.4. Depredadores 
Abejaruco. Se conoce como abejarucos a un grupo de 20 especies de aves que se 
alimentan de himenópteros venenosos como las abejas. En el caso de España la especie 
presente es Merops apiaster, una especie migratoria que pasa por nuestro país entre marzo-
mayo y entre julio-septiembre. Los principales problemas que causa son por la aparición de 
colmenas zanganeras al ingerir la reina o dificultar su fecundación, y la disminución del 
pecoreo. Puesto que es una especie protegida, el principal mecanismo de defensa del 
apicultor es la prevención para programar los asentamientos y las actividades del colmenar 
(Puerta et al. 2001). 
Avispones y Vespa velutina. Los avispones tienen a las abejas como parte de su 
dieta. En España la especie autóctona es la Vespa crabro, que aunque produce daño a las 
colonias habitualmente no suele causar grandes estragos. Sin embargo, la Vespa velutina se 
caracteriza por su mayor agresividad a las colonias. Se trata de una especie invasora 
procedente de Asia. Se introdujo en España a partir de 2010, al encontrarse los primeros 
casos en País Vasco. Se ha generado una gran alarma entre los apicultores ante la llegada de 
esta nueva especie y las potenciales repercusiones para las colonias, ya que un ataque 
intensivo (más de cinco avispones) debilita a las colonias y puede afectar a la entrada de 
polen (como el abejaruco), causando mortandad y enfermedades en la cría (Pajuelo. 2015). 
3.1.5. Patógenos 
Existe una gran variedad de patógenos que afectan a las abejas, incluyendo 
bacterias, hongos, parásitos y virus. Muchos de ellos se encuentran de forma habitual 
dentro de la colmena, por lo que requieren de otros factores para romper el equilibrio con 
el hospedador y tener un efecto negativo sobre las colonias. Esta presencia continua, unida 
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al hecho de que se han encontrado mayor cantidad de patógenos en las colmenas 
colapsadas (Cox-Foster et al. 2007), ha hecho que se consideren como un factor 
fundamental en la mortalidad de las colonias.  
3.1.5.1. Bacterias 
Aunque son varias las enfermedades bacterianas descritas (Bailey y Ball, 1991), 
aquellas de mayor relevancia para las colonias son las conocidas como “loques”. Las loques 
son dos enfermedades que afectan a la cría y están producidas por las bacterias Paenibacillus 
larvae y Melisococcus plutonius. La primera de ellas es la causante de la loque americana, de 
mayor virulencia, que se da con mayor frecuencia en el continente europeo (Genersch. 
2010). La segunda es la responsable de la loque europea, que causa enfermedad sobre todo 
en América. (Forsgren. 2010). Ambas enfermedades son altamente contagiosas, pasando de 
una colmena a otra por el uso de material apícola común, y presentan una sintomatología 
muy similar. Las loques afectan a la cría, a la que matan rápidamente en el interior de la 
celdilla. Se diagnostican visualmente por la apariencia amarillenta de la cría, que desprende 
un fuerte olor y si se intenta sacar forma un fino hilo característico (Figura 11). Son dos 
enfermedades notificables a la OIE debido a su carácter contagioso y a la dificultad de 
eliminación, ya que ambas bacterias son esporuladas y sus esporas sólo se pueden eliminar 
mediante altas temperaturas. Otras bacterias como las del género Spiroplasma, que habían 
sido consideradas como endosimbiontes de las abejas, se han relacionado con la pérdida de 
colmenas (Aebi y Neumann, 2011). 
 
Figura 11. Colmena con loque. Se observa la viscosidad de las larvas muertas. Fuente: 
irishbeekeeping.ie 
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3.1.5.2. Hongos 
3.1.5.2.1. Ascosferosis o cría yesificada 
También conocida popularmente como “pollo escayolado” o “cría de tiza”, esta 
enfermedad está causada por el hongo Ascosphaera apis (Puerta et al. 1994). La enfermedad 
afecta sólo a la cría, donde el micelio prolifera matando a la cría en la celdilla, que aparece 
con consistencia algodonosa en un primer momento, para más tarde oscurecerse, dando la 
apariencia de “momias” (Figura 12). Las esporas se transmiten vía oral desde la nodriza a la 
larva y pueden contaminar igualmente el material apícola. Aunque no suele causar la muerte 
de toda la colonia, sí que produce disminución de los rendimientos de la colonia (Bailey. 
1963; Flores et al. 2000). Es una enfermedad que aparece de manera típica ante situaciones 
de estrés de la colmena, tales como temperaturas frías, exceso de humedad y alta carga de 
patógenos como Varroa (Puerta et al. 1994; Flores et al. 1996; VanEngelsdorp y Meixner, 
2010). También se ha asociado a situaciones de inmunosupresión (Glinski y Buczek, 2003; 
Aronstein y Murray, 2010).  
 
Figura 12. Detalle de estadios larvarios afectados por la ascosferosis, popularmente conocidos 
como “momias”. Fuente: license.umn.edu. 
3.1.5.2.2. Hongos parásitos: nosemosis 
La nosemosis es una enfermedad producida por microsporidios (hongos parásitos 
intracelulares) del género Nosema. Las dos especies que afectan a las abejas son Nosema apis 
y Nosema ceranae (Figura 13). Nosema apis es la especie que infecta naturalmente Apis mellifera, 
por lo que era un patógeno conocido en la apicultura, y hasta hace 20 años se encontraba 
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en altas prevalencias tanto en Europa como en América. Sin embargo, Nosema ceranae, la 
especia que infecta normalmente a la abeja asiática, Apis cerana, se ha expandido 
recientemente por las colonias de Apis mellifera en detrimento de Nosema apis (Paxton et al. 
2007; Fries. 2010). Las infecciones por Nosema se transmiten horizontalmente entre las 
abejas por ruta fecal-oral, por la ingestión de esporas presentes en la colmena. Las esporas 
germinan en el ventrículo y produce inflamación y daño en las células epiteliales del 
intestino. La sintomatología más observada es la presencia de heces diarreicas en las 
piqueras (acceso) de las colmenas. Sin embargo su mayor efecto en la colmena es la 
reducción del tiempo de vida de las abejas, la disminución de la productividad de la 
colmena y el aumento de la mortalidad en invierno (Fries et al. 1984). Además Nosema 
ceranae ha sido descrito como el causante de pérdidas invernales en España poco después de 
su detección por primera vez en 2006 (Higes et al. 2006; Higes et al. 2008; Higes et al. 
2009). Sin embargo existe controversia sobre su papel real en este fenómeno ya que se ha 
descrito que la presencia de estos microsporidios es también frecuente en colonias sanas sin 
que se haya relacionado con pérdidas de colmenas (Siede et al. 2008; Chen et al. 2008; 
Invernizzi et al. 2009; Fries. 2010; Fernandez et al. 2012). 
 
Figura 13. Esporas de Nosema ceranae (izquierda) y Nosema apis (derecha) usando el mismo aumento 
(400x) en un microscopio compuesto. Fuente: extensión.org. 
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3.1.5.3. Parásitos 
3.1.5.3.1. Acarapisosis, aethinosis y tropilaepsosis  
Son tres enfermedades clasificadas como de declaración obligatoria para la OIE y 
están producidas por los ácaros Acarapis woodi, Aethina tumida y Tropilaelaps spp (Figura 14). 
En el caso de la acarapisosis, se trata de un ácaro que se localiza en las tráqueas de las 
abejas y se alimenta de su hemolinfa, debilitando a la abeja, que puede perder la capacidad 
de volar e incluso morir (Bailey. 1968). Aethina tumida, llamado el “escarabajo de las 
colmenas”, es una especie africana que invade las colmenas produciendo graves daños en 
las abejas. Aunque actualmente no se encuentra en España, en Europa se ha detectado un 
brote en Portugal en 2004 y recientemente en Italia en 2014 (OIE. 2015b). Tropilaelaps se 
alimenta de la hemolinfa de las abejas produciendo malformaciones y hasta el 50% de 
mortalidad en larvas (OIE. 2015a).  
 
Figura 14. Imágenes de Acarapis woodi (izquierda), Aethina tumida (centro) y Tropilaelaps clareae 
(derecha). Fuente: National Bee Unit, ntnemdept.ufl.edu y USDA. 
3.1.5.3.2. Varroosis 
La varroosis es una enfermedad causada por el ácaro Varroa destructor (Figura 15). 
Varroa es un parásito originario de la abeja asiática Apis cerana, que probablemente pasó a 
ser un parásito de la abeja europea Apis mellifera en la primera mitad del siglo pasado, 
cuando las colonias de ambas especies coexistieron en el Este de Rusia y en Oriente 
(Rosenkranz et al. 2010). Desde este “salto” de hospedador Varroa rápidamente se 
extendió por colonias de Apis mellifera por todo el mundo, llegando a Europa a mediados de 
los años 70 (Alemania, 1977) y concretamente a España en 1985 (Pajuelo et al. 1988). 
Recientemente se ha descrito su aparición en Nueva Zelanda en 2000 (Mondet et al. 2014) 
y Hawái en 2007 (Martin et al. 2012), no existiendo registros de su presencia en las colonias 
de Apis mellifera de Australia, que constituye el último gran territorio donde Varroa sigue 
ausente.  
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Desde la llegada de Varroa a las colonias de Apis mellifera el impacto en la apicultura 
ha sido dramático. En los primeros años de su expansión por las colonias de la abeja 
europea, millones de colonias colapsaron, llegando a eliminar el 40% de la cabaña apícola 
en España (Llorente. 2003) y llevando a casi la total desaparición de los enjambres silvestres 
de Apis mellifera (Thompson et al., 2014). Por este motivo, el control de Varroa requirió de 
la implantación de tratamientos acaricidas regulares que controlan la población. A pesar de 
estos tratamientos, Varroa se ha relacionado con el colapso de colonias en numerosos 
estudios, la mayoría de ellos en asociación con virus como DWV y ABPV (Martin. 2001; 
Sumpter y Martin, 2004; Martin et al. 2012; Schroeder y Martin, 2012). 
 
Figura 15. Imágenes de Varroa destructor. A) Hembra (a) y macho (b) de Varroa destructor en el 
microscopio electrónico, B) Varroa sobre una ninfa en el interior de la celdilla y C) Varroa sobre 
una abeja obrera adulta. Fuente: Elaboración propia a partir de chdphd.com, wikimedia.org y 
Robert Snider (2013). 
 
Patología 
A diferencia de en Apis cerana, en la que el equilibrio parásito-hospedador ha sido 
alcanzado tras una co-evolución, en Apis mellifera no existe una relación parásito-
hospedador estable (Rosenkranz et al. 2010). El corto periodo de co-evolución que 
presentan se traduce en que el ácaro ejerce un efecto patógeno sobre la abeja europea.  
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Daños directos por Varroa. Varroa causa daño a nivel individual ya que se 
alimenta de la hemolinfa de las abejas, especialmente de larvas y pupas que constituyen los 
estadios más susceptibles al ácaro debido a que se reproduce en el interior de las celdillas de 
cría. Además, Varroa produce un efecto inmunodepresor (Yang y Cox-Foster, 2005), lo 
que lleva a que otros organismos oportunistas puedan también causar daños en las colonias 
afectadas.  
Daños indirectos como vector de virus. Por otro lado, Varroa actúa como 
vector de varios virus de las abejas, pudiendo dar lugar a una sintomatología en la cría 
asociada a la acción conjunta de Varroa y de los virus conocida como el “Síndrome del 
ácaro parásito”, y que se caracteriza por la mortalidad de la cría en la celda, la aparición de 
orificios en los opérculos para que la cría muerta sea retirada, y la presencia de abejas 
adultas con alas y extremidades deformadas (Shimanuki et al. 1994). Actualmente se 
conocen 24 virus diferentes que afectan a las abejas, y muchos de los más patógenos se 
transmiten a través del ácaro, incluyendo el virus de la cría ensacada (SBV), el complejo 
formado por el virus de la parálisis aguda (ABPV), el virus de la parálisis aguda Israelí 
(IAPV) y el virus Kashmir (KBV) y el complejo formado por el virus de las alas 
deformadas (DWV) y el virus Varroa destructor-1 (VDV-1). Sin embargo, Varroa puede 
actuar de tres modos diferentes con respecto a la transmisión de virus:  
- Vector mecánico. El contacto directo entre la abeja y el ácaro al alimentarse 
permite que el ácaro adquiera los virus a través de la hemolinfa. El ácaro, a su 
vez, puede transmitir los virus a otras abejas adultas y larvas al cambiar de 
hospedador para alimentarse o al entrar en las celdillas de cría para 
reproducirse. Ésta es una de las formas por la que los virus del complejo 
ABPV-IAPV-KBV, así como SBV se pueden transmitir en la colonia (Chen et 
al. 2004a; Shen et al. 2005b; Di Prisco et al. 2011).  
- Vector biológico. Los virus DWV y VDV-1 no sólo se transmiten de manera 
mecánica a través del ácaro, sino que también se replican en él amplificando la 
infección al transmitir altas cargas de virus al nuevo hospedador (Ongus et al. 
2004; Yue y Genersch, 2005). 
- Activador de infecciones virales persistentes. La actividad inmunosupresora 
de Varroa (Yang y Cox-Foster, 2005) hace que se active la replicación de virus 
que se encuentran en niveles bajos, pudiendo dar lugar a síntomas en la colonia. 
Concretamente, se ha descrito que en el caso de DWV, la replicación se activa 
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al reducirse la expresión de la ruta NF-kB (Nazzi et al. 2012), entre otros 
mecanismos actualmente en estudio. 
3.1.5.4. Protozoos 
Chritidia mellificae es un tripanosoma que ha sido descrito como predictor de la 
mortalidad de colonias en invierno junto con Nosema ceranae (Ravoet et al. 2013). 
Malpighamoeba mellificae es un protozoo parásito de las abejas. 
3.1.5.5. Virus 
Los virus de abejas serán tratados en profundidad en el siguiente epígrafe. 
3.1.5.6. Relación entre todas las posibles causas  
Las colonias de abejas Apis mellifera son organismos complejos, en los que el 
mantenimiento del estatus sanitario depende no sólo de un equilibrio a nivel individual de 
cada abeja, sino de un equilibrio global al nivel de toda la colonia. Los agentes que pueden 
afectar a las abejas son numerosos y de distinta naturaleza y todos ellos pueden 
individualmente llevar a la colonia al colapso cuando se encuentran en suficiente grado. Sin 
embargo, ninguno de estos agentes ha podido explicar por sí solo el colapso de colonias a 
gran escala que se ha venido observando en los últimos años. Todo apunta a que se trata de 
un fenómeno multifactorial, en el que la aparición de nuevos factores o la combinación de 
unos factores con otros, a los que denominaremos “factores de riesgo”, pueden llevar a la 
colonia desde un estado sano a un estado patológico, que puede ser aprovechado por 
infecciones oportunistas o asintomáticas ya presentes en la colmena para producir daño e 
incluso la muerte. El estado próximo a la enfermedad que presenta una colonia, o las abejas 
individuales, por la confluencia de factores internos y externos se define como “estrés”.   
Por ello, se hace necesario descubrir tanto los factores de riesgo que pueden inducir 
“estrés” en la colmena, como establecer la dinámica de los patógenos presentes en la 
misma, especialmente los virus, debido a que bajo las condiciones adecuadas pueden pasar 
de una infección asíntomática a una activación de su replicación que puede llegar a colapsar 
la colmena. Además, es igualmente necesario conocer el papel que juega el sistema inmune, 
tanto a nivel individual como a nivel global de la colmena (inmunidad social), para así 
identificar los mecanismos de interacción hospedador-patógenos- ambiente que son 
responsables de la pérdida de colmenas (Figura 16). 
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Figura 16. Triángulo de relación entre la abeja (hospedador), los patógenos de la abeja y el medio 
ambiente de la colonia. Fuente: elaboración propia. 
 
4. ENFERMEDADES	VÍRICAS	
Dentro de todos los patógenos que potencialmente pueden alterar el equilibrio 
patógeno-hospedador en la colmena, destacan los virus por varias razones. En primer 
lugar, son los patógenos menos conocidos de las abejas, pues se empezaron a describir a 
partir de los años 60, aunque ya se tuvo constancia de algunos síntomas víricos como 
parálisis e incapacidad para volar desde principios del siglo XX (Neumann y Carreck, 2010). 
Además se caracterizan porque la mayoría de ellos están presentes en las colmenas sin 
producir sintomatología, y cuando producen sintomatología suele ser inespecífica y difícil 
de apreciar, como por ejemplo el acortamiento de la vida de la abeja, por lo que su 
diagnóstico en la colmena es complicado. Por otro lado, se propagan mediante numerosas 
rutas de transmisión, algunas de ellas incluyendo otros patógenos como Varroa y Nosema, 
con los que interaccionan. Además, estos virus no se multiplican en los cultivos celulares 
establecidos, lo que hace difícil estudiar su efecto patógeno. Por último, suelen encontrarse 
coinfecciones víricas en una misma colmena, por lo que es difícil atribuir los síntomas 
observados en la colonia a un sólo virus. Estas características han hecho que los virus sean 
una de las causas que más atención han suscitado en las investigaciones llevadas a cabo en 
las pérdidas de colonias a gran escala e incluso se les ha relacionado directamente con la 
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pérdida de colmenas (Highfield et al. 2009; Genersch y Aubert, 2010; Pohorecka et al. 
2011; Schroeder y Martin, 2012). Por tanto, los virus de abeja son una pieza clave en el 
estudio del colapso de colonias. 
4.1. Taxonomía y genoma 
En la actualidad se conocen 24 virus distintos que afectan a las abejas Apis mellifera 
(Tabla 1). La mayoría de ellos son virus ARN de cadena sencilla y polaridad positiva, forma 
icosaédrica y pequeño tamaño (17-35 nm), excepto el virus filamentoso (AmFV) y el virus 
iridiscente (AIV), de mayor tamaño (150 nm) y genoma compuesto de ADN de doble 
cadena. La mayoría de estos virus fueron descubiertos entre los años 60 y 80 (Bailey y Ball, 
1991) mediante técnicas “clásicas” como microscopía o serología (ELISA, WB, AGID). Sin 
embargo, los últimos descubrimientos de virus se han realizado mediante secuenciación a 
gran escala de extractos de ARN y ADN de abeja, pudiendo existir un solapamiento entre 
los virus descritos de forma clásica y las nuevas secuencias. Existen varios virus de gran 
similitud, por lo que se incluyen dentro de “complejos” como el formado por ABPV-
IAPV-KBV, DWV-VDV-1-Virus Egipcio (EV), SBV-SBV tailandés (TSBV), virus X de la 
abeja (BVX)-virus Y de la abeja (BYV) y virus del lago Sinaí 1 (LSV-1)-virus del lago Sinaí-
2 (LSV-2). Por tanto, el número de virus “reales” se reduce a unos 16-18 virus de abejas. 
La mayoría de virus que afectan a las abejas pertenecen al orden Picornavirales y se 
distribuyen en dos familias: Dicistroviridae e Iflaviridae. Dentro de la familia Dicistroviridae 
existen dos géneros, el género Aparavirus, que engloba a las especies ABPV, KBV e IAPV, 
así como otros tres virus de invertebrados, y el género Cripavirus, que contiene dos virus 
que afectan a las abejas: el virus de la parálisis letal de los ápidos (ALPV) y el virus de la 
realera negra (BQCV). La familia Iflaviridae contiene un solo género, Iflavirus, que engloba 
nueve especies entre las que se encuentran los virus DWV, VDV-1, SBV y el virus de la 
parálisis lenta de la abeja (SBPV) (ICTV. 2014). 
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Tabla 1. Características de los virus de abejas. Adaptado de de Miranda et al., 2011. * Predicción 
del genoma. Tamaño de las proteínas calculado mediante SDS-PAGE. 
 PROPIEDADES FÍSICAS
VIRUS FORMA TAMAÑO 
PROT. 
CÁPSIDE 
ÁCIDO 
NUCLEICO 
TAMAÑO 
GENOMA 
TAXONOMÍA 
Virus de la 
parálisis aguda 
ABPV Icosaédrico 30nm 35-9-33-
24kDa 
ssRNA ~9.5kb Dicistroviridae 
Virus Kashmir KBV Icosaédrico 30nm 37-6-34-
25kDa 
ssRNA ~9.5kb Dicistroviridae 
Virus de la 
parálisis aguda 
israelí 
IAPV Icosaédrico 30nm 35-7-33-
26kDa 
ssRNA ~9.5kb Dicistroviridae 
Virus de la 
realera negra 
BQCV Icosaédrico 30nm 31-14-29-
30kDa 
ssRNA ~9.5kb Dicistroviridae 
Virus de la 
parálisis letal de 
los ápidos 
ALPV Icosaédrico 30nm 25-7-32-
28kDa* 
ssRNA ~10kb Dicistroviridae 
Virus Big Sioux 
River 
BSRV Icosaédrico 30nm 28-5-29-
30kDa 
ssRNA ~10kb Dicistroviridae 
Virus de las alas 
deformadas 
DWV Icosaédrico 30nm 32-2-44-
28kDa 
ssRNA ~10kb Iflaviridae 
Virus Varroa 
destructor-1 
VDV-1 Icosaédrico 30nm 32-2-46-
28kDa 
ssRNA ~10kb Iflaviridae 
Virus egipcio EBV Icosaédrico 30nm 30-2-41-
25kDa 
ssRNA ? Iflaviridae 
Virus de la cría 
sacciforme 
SBV Icosaédrico 30nm 31-2-32-
30kDa 
ssRNA ~9kb Iflaviridae 
Virus de la cría 
sacciforme 
tailandés/chino 
TSBV Icosaédrico 30nm 31-2-32-
30kDa 
ssRNA ~9kb Iflaviridae 
Virus de la 
parálisis lenta 
SBPV Icosaédrico 30nm 27-2-46-
29kDa 
ssRNA ~9.5kb Iflaviridae 
Virus de la 
parálisis crónica 
CBPV Anisométrico 30~60nm 23-
(30/50/75?)
kDa 
ssRNA ~2.3kb/~3.7
kb 
Sin clasificar 
Virus satélite de 
la parálisis 
crónica 
CBPSV Icosaédrico 17nm 15kDa ssRNA (3x)~1.1kb Satélite 
Virus de las alas 
opacas 
CWV Icosaédrico 17nm 19kDa ssRNA ~1.4kb ? 
Virus X BVX Icosaédrico 35nm 52kDa ssRNA ? ? 
Virus Y BVY Icosaédrico 35nm 50kDa ssRNA ? ? 
Virus del lago 
Sinaí 1 
LSV-1 ? ? 63kDa* ssRNA ~5.5kb Sin clasificar 
Virus del lago 
Sinaí 2 
LSV-2 ? ? 57kDa* ssRNA ~5.5kb Sin clasificar 
Virus Arkansas ABV Icosaédrico 30nm 43kDa ssRNA ~5.6kb ? 
Virus Berkeley 
similar a 
picornavirus 
BBPV Icosaédrico 30nm 37-?-35-
32kDa 
ssRNA ~9kb ? 
Virus Varroa 
destructor 
similar al virus 
Macula 
VdMLV Icosaédrico 30nm 24kDa* ssRNA ~7kb Tymoviridae 
Virus 
filamentoso 
AmFV Filamentoso 150x450nm 12x(13~70k
Da) 
dsDNA ? Baculoviridae 
Virus iridiscente AIV Poliédrico 150nm ? dsDNA ? Iridoviridae 
 
Sin embargo, algunos virus aún permanecen sin asignarse a ningún género y por 
tanto, se consideran como “no clasificados”. Entre los virus no clasificados se encuentran 
los LSV-1 y LSV-2, así como el  virus de la parálisis crónica (CBPV).  
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Esta clasificación taxonómica responde a la organización del genoma de cada una 
de las familias de virus de abeja (Figura 17)(Carter y Genersch, 2008). Debido a su 
importancia, pasamos a describir únicamente la estructura de las siguientes familias: 
Dicistrovirus. Los virus incluidos dentro de la familia Dicistroviridae tienen un 
genoma distribuido en dos marcos de lectura abiertos u “open reading frame” (ORF). El 
ORF 1, situado en el extremo 5’, codifica las proteínas no estructurales, tales como la 
helicasa, la proteasa y la polimerasa ARN dependiente de ARN (RdRp). El ORF 2 codifica 
las proteínas víricas estructurales (VP). Ambos ORF se separan por un Sitio Interno de 
Entrada al Ribosoma (IRES). 
Iflavirus. Los virus de la familia Iflaviridae, en cambio, tienen su genoma organizado 
en un único ORF, donde el extremo 5’ codifica para las proteínas estructurales, mientras 
que el extremo 3’ codifica para las proteínas no estructurales. 
Los genomas de ambas familias comienzan en el extremo 5’ con una proteína 
enlazada de forma covalente (VPg) y una cola de poliA en el extremo 3’. 
 
 
Figura 17. Esquema del genoma de los virus de las familias Dicistroviridae e Iflaviridae. Elaboración 
propia a partir de Carter y Genersch (2008). 
 
En cambio, CBPV dispone de siete ORFs distribuidos en dos hebras de ARN 
(ARN1 y ARN2), lo que le diferencia ampliamente del resto de virus clasificados. 
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4.2. Tipos de infección vírica 
Ya que los virus de abeja no se replican en modelos de cultivos celulares (in vitro), y 
por tanto no se puede estudiar el efecto directo sobre la célula hospedadora, la clasificación 
clásica de infección lítica, infección latente e infección persistente que se aplica a otros virus 
no se puede aplicar de la misma manera a los virus de abeja. En su lugar, las infecciones 
víricas se clasifican mediante dos términos que describen la forma de actuar de estos virus: 
infecciones “aparentes” (“overt” infection) e infecciones “encubiertas” (“covert” infection) 
(Tabla 2). La infección aparente se caracteriza porque el hospedador infectado con el virus 
desarrolla síntomas de enfermedad evidentes. En cambio, la infección encubierta se 
caracteriza porque son asintomáticas, es decir, el hospedador infectado con el virus no 
desarrolla síntomas de enfermedad evidentes. 
Tabla 2. Tipos de infección vírica en insectos. Adaptación a partir de Hails et al. (2008). 
Tipo de 
infección 
Sub-tipo Partículas 
víricas 
detectables 
Síntomas 
evidentes de 
enfermedad 
Expresión 
de genes 
víricos 
Impacto en 
el estado 
físico del 
hospedador 
Transmisión 
vertical 
Duración 
Aparente Aguda Sí Sí Completa Alta No Corta 
Crónica Sí Sí Completa Alta No Larga 
Encubierta Persistente Sí No Completa 
(menor 
expresión?) 
Baja Sí Larga 
Latente No No Mínima y 
específica 
Baja Sí Larga 
 
Infección aparente. Cuando la infección vírica produce gran cantidad de 
partículas víricas y el hospedador muestra síntomas evidentes de enfermedad como 
resultado de la infección (relación causal). La transmisión es fundamentalmente horizontal, 
los síntomas son visibles en distintos grados y el patógeno tiene un impacto evidente en el 
estado físico del hospedador. La duración de la infección hace que se distinga entre 
infección aguda e infección crónica. 
Infección encubierta. Se caracteriza por la ausencia de síntomas, aunque puede 
suponer un coste en el estado físico del hospedador. A diferencia de las infecciones 
“inaparentes”, que son de corta duración, en las infecciones encubiertas los virus se 
transmiten de manera vertical, durante varias generaciones. Pueden dar lugar a brotes de 
enfermedad con sintomatología evidente bajo la influencia de varios factores 
medioambientales y de la colonia. Las infecciones encubiertas pueden ser latentes o 
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persistentes, aunque en el caso de los virus de abeja no se ha podido demostrar ninguna 
infección latente real. La infección persistente se caracteriza por la producción constante 
pero a bajos niveles de partículas víricas en hospedador. 
La infección más frecuente de los virus de abejas es la infección encubierta 
persistente, en el que los virus no producen un daño apreciable para el hospedador, pero 
continúan replicándose a baja escala y prolongándose a través de las generaciones. La 
infección persistente supone un equilibrio entre el hospedador y el virus a través de la 
interacción entre el virus, la célula hospedadora y el sistema inmune del hospedador. De 
hecho, la persistencia del virus en la abeja implica la evasión de los mecanismos de 
vigilancia del sistema inmune de la abeja (Hails et al. 2008). 
En resumen, estas infecciones persistentes tienen especial importancia en las 
colonias de abejas ya que la replicación a baja escala produce la alteración de la homeostasis 
normal del hospedador suponiendo un coste en su estado físico, pero sin destruir la célula 
infectada ni matar a la abeja. Sin embargo, bajo determinadas circunstancias, como la 
influencia de factores de riesgo mencionados previamente, puede desencadenarse una 
infección aparente con sintomatología evidente que puede suponer el colapso de la 
colmena.  
4.3. Características específicas de los virus de abeja 
Aunque son numerosos los virus descritos en Apis mellifera, algunos de ellos 
destacan por su amplia distribución o por el efecto patógeno que pueden causar en las 
colonias infectadas. A continuación se describen las características de los virus más 
importantes de la abeja. 
4.3.1. Virus de la parálisis aguda (ABPV) 
El virus ABPV fue descrito junto con CBPV en 1963 cuando se intentaba descubrir 
el agente causante de la parálisis de las abejas (Bailey et al. 1963). Su hospedador principal 
(y probablemente el original) es Apis mellifera, aunque se ha detectado en cinco especies de 
abejorros (Ribiere et al. 2008). Junto con KBV e IAPV se considera uno de los virus más 
virulentos, pues la inyección de menos de 100 partículas víricas producen la muerte de 
individuos en pocos días, aunque requiere dosis más altas por vía oral (de Miranda et al. 
2010a). 
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Distribución y estacionalidad. ABPV se distribuye prácticamente de manera mundial, 
aunque se ha descrito mayor presencia en Europa (Gauthier et al. 2007; Nielsen et al. 2008) 
y Sudamérica (Teixeira et al. 2008). A pesar de su amplia distribución se encuentra en 
prevalencias bajas. La prevalencia y carga de ABPV en las colmenas aumenta a lo largo de 
la estación, con pico a finales de verano (Gauthier et al. 2007). 
Transmisión y patogenia. Antes de la llegada de Varroa a las colmenas de Apis mellifera, 
ABPV se encontraba en infecciones encubiertas en la colonia y cargas virales bajas, como la 
mayoría de los dicistrovirus. En la infección encubierta ABPV se transmite vía fecal-oral a 
través de las secreciones de la glándula salivar de las abejas adultas y el alimento. Además, 
se transmite de manera vertical, pues se ha detectado tanto en ovarios como en semen (Yue 
et al. 2006; de Miranda et al. 2013). Sin embargo, con la aparición de Varroa, que transmite 
este virus cuando regurgita la hemolinfa cada vez que cambia de hospedador para 
alimentarse, se han detectado grandes cantidades de ABPV tanto en adultos como en cría 
de colonias colapsadas. A pesar de que infecta todos los estadios de la vida de la abeja, sólo 
se aprecia sintomatología en abejas adultas. La sintomatología aguda que produce es 
temblores en alas y cuerpo y parálisis progresiva en 2-4 días, incapacidad para volar, 
oscurecimiento y pérdida de pelo y muerte en uno o dos días cuando se infectan abejas 
adultas en el laboratorio (Bailey et al. 1964a). 
ABPV se ha relacionado junto con Varroa en la pérdida de colmenas en Europa 
durante los años 80 y 90 (Allen et al. 1986; Ball y Allen, 1988; Bailey y Ball, 1991; Faucon et 
al. 1992; Bekesi et al. 1999; Berenyi et al. 2006).  
4.3.2. Virus Kashmir (KBV) 
El virus KBV fue descubierto en 1974 en abejas asiáticas Apis cerana de la región de 
Cachemira (Bailey y Woods, 1977), pero infecta también a Apis mellifera y se ha detectado 
en abejorros de Nueva Zelanda y avispas de Australia (Anderson. 1991).  
Distribución y estacionalidad. Al igual que ABPV, KBV se distribuye mundialmente y 
tiene mayor presencia en Norte América (Cox-Foster et al. 2007) y Nueva Zelanda (Todd 
et al. 2007). También aumenta su prevalencia y carga a lo largo del verano, pero su pico se 
da más tarde, en otoño (Gauthier et al. 2007). 
Transmisión y patogenia. KBV es un virus muy virulento que se transmite de manera 
similar a ABPV. En ausencia de Varroa causa infecciones encubiertas con baja carga vírica, 
que se transmiten horizontalmente vía fecal-oral y vía transovárica (Shen et al. 2005b). Sin 
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embargo, en presencia de Varroa puede producir infecciones aparentes en las que producen 
la muerte de abejas adultas y cría, sin observarse sintomatología de parálisis, a diferencia de 
ABPV e IAPV. Además, se considera que la transmisión de KBV está fuertemente ligada a 
Varroa ya que se ha descrito que al alimentarse en la abeja inocula sustancias 
inmunodepresoras, activando la replicación del virus. 
KBV también se ha relacionado con la pérdida de colonias junto con Varroa (Bailey 
et al. 1979; Todd et al. 2007; Ribiere et al. 2008). 
4.3.3. Virus de la parálisis aguda israelí (IAPV) 
El virus IAPV fue descubierto recientemente (Maori et al. 2007a) aunque su 
relación filogenética con ABPV y KBV hace pensar que en estudios previos a su 
descubrimiento se clasificó como una variante de KBV. El único hospedador conocido de 
IAPV es Apis mellifera (Chen y Evans, 2007). 
Distribución y estacionalidad. Al igual que ABPV y KBV, IAPV se distribuye 
mundialmente, aunque tiene mayor presencia en el Medio-Este, Australia y Europa 
occidental (Maori et al. 2007a; Palacios et al. 2008; Kukielka y Sánchez-Vizcaíno, 2010). Su 
prevalencia y carga también aumentan a lo largo del año pero no presenta un pico marcado, 
observándose una mayor presencia del virus en verano y otoño. 
Transmisión y patogenia. IAPV se transmite de manera similar a ABPV y KBV, de 
forma horizontal, por vía fecal-oral, y de forma transovárica en ausencia de Varroa, por lo 
que se mantiene en bajos niveles en infecciones encubiertas. En presencia del ácaro 
produce síntomas agudos en la colmena similares a los observados en ABPV, llegando a 
producir la muerte de los individuos adultos en pocos días. 
La rápida mortalidad de la población adulta en la colmena provocada por ABPV, 
KBV e IAPV situó a estos tres virus como potenciales causantes del SDC, que se 
caracteriza por la presencia de cría desatendida y por la marcada ausencia de población 
adulta en la colmena. Un estudio realizado a gran escala en EEUU determinó que IAPV era 
un indicador de riesgo en el SDC (Cox-Foster et al. 2007). En Europa, un estudio anterior 
al SDC determinó que ABPV era un cofactor en las pérdidas de colonias observadas en 
primavera (Berenyi et al. 2006). Más recientemente, se ha señalado a KBV como marcador 
del SDC (Pettis, 2008). Por tanto, la implicación de estos virus en la pérdida de colmenas 
requiere de más estudios que determinen su papel real y la interacción con otros factores 
como Varroa. 
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4.3.4. Virus de la parálisis crónica (CBPV) 
El virus CBPV se descubrió en 1963 junto con ABPV (Bailey et al. 1963), aunque 
los síntomas de la enfermedad que produce se conocen desde la Grecia Antigua, siendo la 
enfermedad vírica más reconocible en la inspección de la colmena. 
Distribución y estacionalidad. CBPV se distribuye mundialmente (Allen y Ball, 1996), 
aunque no se encuentra en grandes prevalencias, registrándose las mayores en Francia, 
donde se ha encontrado hasta en el 28% de colmenares asintomáticos (Tentcheva et al. 
2004). Las mayores prevalencias y cargas de este virus se registran en primavera y verano, 
mientras que en otoño se aprecia un marcado descenso, aunque la enfermedad se puede 
apreciar durante todo el año (Faucon et al. 2002). 
Transmisión y patogenia. La forma más común de aparición de CBPV es en 
infecciones encubiertas, con brotes esporádicos de enfermedad evidente que presenta una 
sintomatología característica distinguible de otros virus. CBPV tiene especial tropismo por 
las células del sistema nervioso y tegumentario dando lugar a dos tipos de sintomatologías 
diferentes pero que pueden apreciarse en la misma colmena (Ball y Bailey, 1997). El 
tropismo por el sistema nervioso provoca el  “síndrome de tipo 1”, caracterizado por el 
temblor de alas y cuerpos y la parálisis de las abejas. El tropismo por el sistema 
tegumentario produce el “síndrome de tipo 2” o “ladronas negras”, que se caracteriza por 
la parálisis, pérdida de pelo del abdomen, oscurecimiento de la abeja, que aparece brillante y 
que es rechazada por el resto de abejas de la colonia, dando la impresión de que es una 
abeja ajena realizando “pillaje” en la colmena. Este tropismo también es responsable de la 
transmisión por contacto, que se produce cuando los pelos del cuerpo de las abejas se 
rompen por el roce, especialmente cuando hay muchos individuos en la colmena, y liberan 
las partículas víricas. Además, CBPV se excreta por las heces, transmitiéndose por ruta 
fecal-oral. La transmisión de CBPV es independiente de Varroa. 
4.3.5. Virus de la cría ensacada o cría sacciforme (SBV) 
La enfermedad de la cría ensacada fue la primera enfermedad de abejas que se 
atribuyó a un virus, a principios del siglo XX, aunque no se describió el virus SBV hasta 
mucho después (Bailey et al. 1964b). 
Distribución y estacionalidad. SBV se encuentra ampliamente distribuido en colonias de 
Apis mellifera en todos los continentes (Allen y Ball, 1996), siendo incluso considerado 
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como el virus más prevalente en determinadas áreas como Australia. SBV es más 
prevalente durante la primavera, descendiendo su presencia a lo largo de la estación. 
Transmisión y patogenia. La forma de aparición más frecuente de SBV es en 
infecciones asintomáticas. Sin embargo, puede dar lugar a infecciones aparentes que se 
caracterizan por el fallo para realizar la metamorfosis de la cría, ya que la replicación de 
SBV produce la acumulación de líquido entre la larva y su piel produciendo un “saco”. Las 
larvas pasan del color nacarado habitual a amarillento, para después pasar a marrón en su 
extremo marrón y morir en pocos días. Aunque la sintomatología de la enfermedad se 
aprecia en la cría, SBV se multiplica en adultos sin producir ningún síntoma. Aunque ha 
generado controversia, su transmisión a través de Varroa parece cada vez más clara, ya que 
se ha descrito la presencia de SBV tanto en el ácaro como en su saliva (Shen et al. 2005b). 
SBV también se transmite por ruta fecal-oral y transovárica (Shen et al. 2005b). 
4.3.6. Virus de la realera negra (BQCV) 
El virus BQCV se aisló por primera vez de pupas de abeja reina parcialmente 
descompuestas muestreadas de realeras que aparecían oscurecidas, lo cual le otorgó el 
nombre (Bailey y Woods, 1977). 
Distribución y estacionalidad. BQCV es un virus altamente distribuido, presentando 
prevalencias cercanas al 100% en la época estival, que es cuando alcanza el pico máximo, 
tras lo cual desciende su presencia en las colonias a partir de agosto. Este ciclo es el mismo 
que sigue Nosema apis, microsporidio al que BQCV se encuentra estrechamente ligado. 
Transmisión y patogenia. Aunque se detecta en abejas adultas, BQCV no se replica ni 
produce síntomas en ellas, sino que replica sólo en la cría de abejas y sólo presenta 
síntomas la pupa de la abeja reina. Se transmite de forma vertical por ruta transovárica y de 
forma horizontal por ruta fecal-oral, para lo cual requiere de la presencia de esporas de 
Nosema apis. Entre estos dos patógenos además se produce interacción ya que se ha 
observado que junto con Nosema apis acorta la vida de las abejas adultas en mayor grado 
que Nosema apis en solitario (Bailey et al. 1983). La relación de BQCV con Varroa no está 
clara, ya que se ha apreciado una relación entre ellos (Davison et al. 2004) pero no se ha 
demostrado experimentalmente.  
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4.3.7. Virus de las alas deformadas (DWV) 
El virus DWV fue descubierto en 1982 en abejas adultas en Japón procedentes de 
colonias infestadas por Varroa destructor. Aunque inicialmente se relacionó con el virus 
egipcio (EV), llamándose “variante japonesa del EV”, pronto se vio que eran 
serológicamente distintos y se renombró como DWV al relacionarse con los síntomas de 
alas deformadas encontradas en las colonias (Ribiere et al. 2008; de Miranda y Genersch, 
2010). Aunque infecta a Apis mellifera, hoy en día existe controversia sobre si es el 
hospedador original o, al igual que Varroa, DWV proviene de la abeja asiática, en la que 
también se ha detectado. Además, DWV se ha detectado en especies de abejorros silvestres 
y domésticos con alas deformadas (Genersch et al. 2006), además de en Apis florea y en los 
parásitos Tropilaelaps mercedesae (Dainat et al. 2009) y Aethina tumida (Eyer et al. 2009).  
Distribución y estacionalidad. La estrecha relación de DWV con Varroa destructor ha 
llevado a que este virus tenga igualmente una distribución mundial, dispersándose con el 
ácaro principalmente en los años 70 y 80 (de Miranda y Genersch, 2010). Igualmente, la 
estacionalidad de DWV es similar a la del ácaro, aumentando su prevalencia y carga en las 
colmenas durante la estación, con pico en otoño. 
Transmisión y patogenia. En general se considera que DWV es un patógeno que en 
ausencia del ácaro persiste en las colmenas en infecciones encubiertas asintomáticas, que se 
transmiten verticalmente tanto por ruta transovárica como a través del semen, y 
horizontalmente a través de la ruta fecal-oral. Sin embargo, dado que Varroa no sólo 
transmite DWV sino que lo replica, dando lugar a una amplificación de millones de copias 
en su interior, en presencia del ácaro DWV puede lugar a una infección aparente, que se 
conoce como síndrome del ácaro parásito. La sintomatología típica de DWV es la 
presencia de abejas recién nacidas deformadas o con escaso desarrollo de las alas y 
acortamiento del cuerpo de las abejas (Figura 18). Estos síntomas fueron inicialmente 
atribuidos a Varroa, aunque la presencia de abejas deformadas en colonias donde Varroa 
está prácticamente ausente, y viceversa, descartaron a Varroa como único causante de los 
síntomas (Ball. 1993; Ribiere et al. 2008). Además también se ha descrito el acortamiento de 
la vida de las abejas un 50-75% (Martin. 2001), cambios en la capacidad de aprendizaje 
(Iqbal y Mueller, 2007) y aumento de la agresividad (Fujiyuki et al. 2004). 
La relación de DWV con Varroa, una de las mayores amenazas de las colonias de 
Apis mellifera ha llevado a estudiar este binomio en profundidad como potencial causa de las 
pérdidas de colonias. Algunos estudios han señalado que el acortamiento de la vida de las 
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abejas que produce DWV en presencia de Varroa afecta a la dinámica de la colmena según 
avanza la estación, y podría explicar su colapso (Martin. 2001). Además, aunque 
tradicionalmente se ha considerado a DWV como un virus de baja virulencia (Tentcheva et 
al. 2004), el estudio de muestras de Hawái reveló que, en ausencia de Varroa, DWV está 
presente en las colmenas en una alta diversidad de variantes, y con la entrada de del ácaro 
esta diversidad se ve reducida en favor de la selección de la variante de DWV más virulenta 
(Martin et al. 2012). 
 
Figura 18. Abeja con alas deformadas. Fuente: flickr.com 
 
4.3.8. Otros virus 
Virus X y Virus Y (BVX y BVY). Estos dos virus se han encontrado en varios 
países de Europa, sobre todo en Reino Unido donde fueron descritos por primera vez. Se 
trata de dos virus que sólo causan infección por vía oral y que no suelen producir 
sintomatología. Están íntimamente ligados con dos patógenos que se replican en el 
intestino,  Malpighamoeba mellificae en el caso de BVX, y Nosema apis en el caso de BVY. La 
combinación BVX-ameba se ha asociado al acortamiento de la vida de las abejas y BVY-
microsporidio se han asociado con un potenciamiento del efecto patógeno de Nosema 
sobre la colmena (Bailey et al. 1983). Sin embargo, no se ha demostrado la relación de 
ninguno de estos virus con las pérdidas de colmenas a gran escala (Ribiere et al. 2008). 
Virus filamentoso (AmFV). Este virus se diferencia de los demás por su tamaño 
(150x450 nm), su forma de “filamento” similar a los baculovirus y su genoma, que es 
ADN. Su infección produce la ruptura del cuerpo graso de la abeja, lo que provoca que la 
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hemolinfa de las abejas infectadas sea más densa o “lechosa”. Aunque en ocasiones se ha 
encontrado en abejas con parálisis en la entrada de la colmena, este virus no suele producir 
síntomas. Su transmisión está estrechamente ligada a Nosema apis, aunque el efecto 
patógeno del microsporidio no se ve aumentado en presencia de AmFV (Bailey et al. 1983). 
Recientemente se ha descartado la relación de AmFV con tripanosomas, aunque se ha 
descrito la relación de AmFV y los virus ARN, sin que se haya apreciado impacto de este 
virus en la pérdida de colmenas durante el invierno (Hartmann et al. 2015). 
Virus de la parálisis lenta (SBPV). Este virus recibió su nombre de la parálisis 
que produce en el primer par de patas de las abejas a los 12 días post-inyección. Se trata de 
un virus poco conocido, que produce infecciones asintomáticas y que se transmite 
horizontalmente y a través de Varroa. 
Virus de las alas opacas (CWV). Se ha descrito que el síntoma que produce este 
virus es la pérdida de transparencia de las alas de las abejas y la muerte temprana de las 
abejas, aunque posteriores estudios de histopatología lo han puesto en duda (Bailey et al. 
1980). Se conoce poco sobre este virus, aunque se sabe que tiene una amplia distribución y 
que suele aparecer en infecciones asintomáticas. El papel de Varroa en la transmisión de 
este virus también es desconocido (Ribiere et al. 2008). 
Virus de reciente descubrimiento: Virus de la parálisis lenta de los ápidos 
(ALPV) y Virus del lago Sinaí (LSV). Las técnicas de secuenciación masiva y la 
metagenómica, que se abordarán en el siguiente epígrafe, han abierto un nuevo campo de 
investigación en el colapso de las colmenas, ya que permiten encontrar cualquier virus 
presente en las muestras. De esta manera se han descrito recientemente algunos virus 
presentes abejas de los que se desconoce su efecto sobre la salud de las mismas. Éste es el 
caso de los virus ALPV y LSV. El virus ALPV es un dicistrovirus que se había descrito en 
especies de ápidos y que ha sido relacionado con el declive de algunas especies 
consideradas como “plaga” (Van Munster et al. 2002a). En abejas se trata de un virus poco 
frecuente que tiene mayor presencia en verano (Runckel et al. 2011), cuando las abejas se 
alimentan de gotas de miel excretadas por estas especies cuando hay poco néctar en el 
campo. Sin embargo, se desconoce si estos virus realmente producen infección en las 
abejas o sólo se encuentran en éstas de manera accidental. Los virus LSV-1 y LSV-2 se 
detectaron por primera vez en EEUU mediante metagenómica (Runckel et al. 2011). Se 
trata de dos virus con una organización del genoma similar a la de CBPV y muy similares 
entre sí en cápside y tamaño de genoma, aunque LSV-1 tiene su pico de incidencia en 
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verano mientras que LSV-2 lo tiene a principios de primavera (de Miranda et al. 2013). Su 
papel patógeno en Apis mellifera es todavía desconocido. 
4.3.9. Infecciones víricas múltiples 
Multitud de estudios han demostrado que los virus de abeja rara vez se encuentran 
en infecciones únicas, sino que varios virus pueden infectar al mismo tiempo la misma 
colonia (Tentcheva et al. 2004; Berenyi et al. 2006; Cox-Foster et al. 2007; Kukielka y 
Sanchez-Vizcaino, 2009; Bacandritsos et al. 2010; Genersch et al. 2010) e, incluso, el mismo 
individuo (Chen et al. 2004b; Chen et al. 2006; Yue et al. 2006). Este hecho ha llevado a la 
comunidad científica a estudiar las interacciones e interferencias que se producen entre 
virus. Por ejemplo, se ha descrito que ABPV no se replica en pupas inoculadas junto con 
BQCV o SBV (Bailey et al. 1981), que DWV se multiplica en pupas infestadas con Varroa 
en detrimento de KBV (Shen et al. 2005a) y que en pupas con infecciones inaparentes de 
BQCV, KBV y SBV son inyectadas con búfer salino a 35ºC sólo se activa la replicación de 
KBV, mostrando un fenómeno de competencia entre virus (Anderson y Gibbs, 1988). 
La presencia de varios virus en el mismo individuo ha llevado a pensar en 
fenómenos de recombinación, ya que los genomas de ARN de cadena simple son muy 
lábiles en este sentido y propensos a recombinaciones. De hecho, se considera que los virus 
del complejo ABPV-IAPV-KBV (de Miranda et al. 2010a) y DWV-VDV1 (de Miranda y 
Genersch, 2010) puedan tener origen en sucesivas recombinaciones, algunas de las cuales 
se han señalado como causantes del colapso de colonias, como en el caso de las 
“quasiespecies” de DWV (Bayer-Wilfert et al. In press). 
4.4. Diagnóstico de enfermedades víricas en abejas 
Las enfermedades víricas se conocen desde hace siglos, ya que se tienen registros de 
la observación de síntomas compatibles, aunque no se conocía que su etiología era vírica. 
Los primeros ensayos que evidenciaron la presencia de virus como causantes de 
enfermedades se limitaron a infectar abejas sanas a partir de filtrados de macerados de 
abejas con síntomas, en los que por tanto se eliminaban las bacterias, y a observar el 
desarrollo de  la sintomatología en estas abejas infectadas. Por eso, en un primer momento 
los virus de abeja se denominaron “elementos filtrables” (Ribiere et al. 2008). Desde este 
primer contacto, el diagnóstico vírico de abejas ha evolucionado hasta las técnicas que 
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conocemos hoy en día. Sin embargo, los virus de abejas presentan unas características 
especiales que limitan su diagnóstico. 
4.4.1. Características especiales que influyen sobre su diagnóstico 
Partículas isométricas. La mayoría de los virus de abeja son muy similares, ya que 
tienen forma icosaédrica y tamaño de 30 nm, con excepción del virus AmFV y el virus 
iridiscente (AIV) que son de mayor tamaño y presentan formas diferentes, y los virus 
CBPV y CWV que son de menor tamaño (17 nm). Esto hace que el diagnóstico diferencial 
mediante microscopía electrónica sea insuficiente para identificar el virus causante de una 
infección. 
Ausencia de crecimiento en líneas celulares. A diferencia de otros virus, que 
crecen en líneas celulares en las que se puede observar un efecto citopático, los virus de 
abeja no crecen en ninguna línea celular. En un estudio reciente se inocularon células de 
una línea celular primaria con IAPV, que fue detectado en dos pases celulares. Sin 
embargo, este estudio no llegó a demostrar una infección real de las células, ya que el virus 
fue detectado por RT-PCR y no se incluyó la descripción de ningún efecto citopático 
(Hunter. 2010). 
Ausencia de producción de anticuerpos (Ac). Las abejas, como todos los 
insectos, carecen de una respuesta inmune adaptativa o adquirida en la que existe una 
producción de Ac que reaccionan con el antígeno y desencadenan diferentes funciones 
biológicas que tienen como objetivo la destrucción del antígeno. Esta ausencia de Ac 
determina que los virus de abeja no puedan ser detectados por pruebas serológicas 
indirectas, y que las pruebas serológicas directas requieren de Ac heterólogos de menor 
sensibilidad y especificidad. 
Infecciones múltiples. Como ya se ha comentado, varios virus de abeja pueden 
coinfectar un mismo individuo. Este hecho, combinado con la dificultad para diferenciar 
los virus por otros métodos como la microscopía, y la frecuencia con la que los virus de 
abeja aparecen de forma asintomática en las colmenas dificulta enormemente su 
diagnóstico. Las infecciones múltiples limitan en gran medida el diagnóstico mediante 
ensayos in vivo. De hecho, muchos de los virus de abeja fueron descubiertos en 
experimentos para estudiar otros virus conocidos, como es el caso de ABPV, BVX, CWV, 
KBV y SBPV (Ribiere et al. 2008). 
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El diagnóstico de virus de abejas no ha estado exento de dificultades y por tanto, se 
han ido aplicando diferentes técnicas en su diagnóstico según avanzaba la ciencia. A 
continuación se hace un breve resumen de algunas de las técnicas más empleadas hasta la 
llegada de las técnicas moleculares y las técnicas más novedosas, que han supuesto un gran 
avance en el diagnóstico de virus de abeja. 
4.4.2. Diagnóstico “clásico” 
El diagnóstico clásico es esencialmente de naturaleza cualitativa, ya que los 
síntomas, partículas víricas o líneas de precipitación están presentes o ausentes. Este tipo de 
diagnóstico se adapta bien a las técnicas de manejo de enfermedad actuales, que consisten 
principalmente en actos cualitativos: tratar o no tratar, realizar o no realizar cuarentena, etc. 
Aunque existen multitud de técnicas, sólo se mencionarán algunas de las más empleadas.  
Observación de síntomas. La observación de síntomas continúa siendo una de las 
principales técnicas de diagnóstico de enfermedades víricas a nivel de campo. Sus ventajas 
es que es una técnica robusta, simple y barata, e incluso precisa para alguna de las 
enfermedades víricas. Por esta razón, es la técnica que emplean los apicultores cuando 
manejan sus colmenas. Los inconvenientes que presenta son que, debido a que los virus de 
abeja suelen presentarse en infecciones encubiertas asintomáticas,  cuando la infección se 
activa y se observan síntomas, estos suelen ser inespecíficos y pasar desapercibidos, como 
el acortamiento de la vida de las abejas. Además, no se observan síntomas en todos los 
estadios (falta de universalidad), y sucede que varios virus pueden producir el mismo 
síntoma, como la parálisis, o que un mismo virus produce síntomas diferentes, por ejemplo 
CBPV. Por último, la colonia puede presentar más de una enfermedad al mismo tiempo, lo 
cual lleva a confundir los síntomas. Por tanto, se trata de un diagnóstico que no es lo 
suficientemente sensible y específico para permitir establecer medidas preventivas o 
tratamientos eficaces en la colonia afectada y que impidan la transmisión de la enfermedad 
de entre colmenas del mismo colmenar (de Miranda. 2008). 
Microscopía electrónica. Es una herramienta útil para caracterizar virus en 
función de su morfología y distribución en tejidos, aunque se utiliza sobre todo en la 
caracterización de nuevos virus y no como una técnica de diagnóstico de rutina. Sin 
embargo, presenta el inconveniente de que no puede diferenciar por sí misma los diferentes 
virus de abeja debido a su forma y tamaño similar (Figura 19). Para aumentar su 
especificidad requiere de la combinación con otras técnicas histológicas, serológicas y 
moleculares (Fievet et al. 2006) que hacen el diagnóstico más laborioso y costoso.  
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Figura 19. Partículas de ABPV al microscopio electrónico. Fuente: Brenda Ball 
 
Ensayos in vivo. También conocidos como tests o pruebas de infectividad, 
consisten en la inoculación de preparados víricos en larvas o adultos, donde la mayoría de 
los virus se multiplican rápidamente hasta niveles que son detectados por serología (Dall. 
1987) (Figura 20). Como ventajas, estos ensayos son sensibles, ya que incluso niveles bajos 
de virus inyectados en las abejas son capaces de replicar y ser detectados. Además, puede 
considerarse un método semicuantitativo, ya que se pueden realizar diluciones seriadas de 
un mismo inóculo y comparar su detección por la misma técnica en pruebas sucesivas. En 
cambio, presenta los inconvenientes de que se trata de una técnica laboriosa que requiere 
del mantenimiento de adultos o larvas en el laboratorio. Además, dada la amplia 
distribución de los virus hoy en día, es prácticamente imposible encontrar colonias exentas 
de virus sobre las que realizar el ensayo, de manera que virus inaparentes que se encuentran 
en niveles muy bajos pueden activar su replicación con la sola inyección de búfer estéril, lo 
que puede interferir en el diagnóstico (Bailey. 1967). Aun así, mediante este método se han 
descubierto varios de los primeros virus descritos, y hoy en la actualidad se sigue 
empleando. 
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Figura 20. Extracción de hemolinfa en un experimento in vivo. Fuente: imagen propia 
 
Proteínas y serología. Estas técnicas se basan en la detección directa de proteínas 
víricas en muestras de abejas. Existen multitud de métodos que han sido ampliamente 
empleados en el descubrimiento y caracterización de las enfermedades víricas. Algunos de 
estos métodos han sido especialmente empleados para la caracterización inicial de virus e 
incluso variantes de virus, como el perfil proteico y la inmunodifusión en gel de agarosa 
(AGID). El perfil proteico consiste en la separación de las diferentes proteínas del virus 
por su tamaño, proporcionando un patrón o perfil que es específico del virus. El método 
más empleado es la separación por electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE y SDS-
PAGE), aunque se trata de un método muy laborioso y cualitativo. El AGID se basa en la 
precipitación de los complejos antígeno-Ac, tratándose de una prueba rápida, robusta y 
relativamente barata, pero presenta el inconveniente de que sólo ofrece un diagnóstico 
cualitativo. Otra técnica serológica ampliamente utilizada es el ELISA, que fue la principal 
técnica diagnóstica de virus de abeja hasta los años 90. Presenta las ventajas de ser una 
técnica barata, semicuantitativa, automatizable y que permite hacer gran cantidad de 
muestras a la vez. Sin embargo, es una técnica que no permite hacer diagnóstico 
“multiplex”, por lo que sólo se puede evaluar un virus cada vez y requiere de normalización 
y cuantificación con estándares externos (otras muestras) (de Miranda. 2008). Además, 
todas las técnicas serológicas presentan el inconveniente de la ausencia de producción de 
Ac en abejas, por lo que requieren de la producción de Ac heterólogos en animales de 
experimentación, lo cual reduce su sensibilidad, mediante inoculación de preparados víricos 
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en los que se suele encontrar varios virus. Esto produce Ac policlonales frente a varios 
virus, lo que pone en riesgo la especificidad de la prueba. 
4.4.3. Diagnóstico molecular: PCR 
Las técnicas modernas de diagnóstico molecular son esencialmente de naturaleza 
cuantitativa, estableciendo “umbrales” artificiales o calculados por encima de los cuales se 
considera que el virus está presente y es perjudicial y por debajo de los cuales no, 
facilitando así la actual forma de manejo de las colonias. Actualmente la técnica más 
empleada en el diagnóstico de enfermedades víricas por las posibilidades que ofrece es la 
reacción en cadena de la polimerasa con retrotranscripción (RT-PCR). 
Desde la invención de esta técnica en 1986 (Mullis et al. 1987), se han adaptado 
numerosas RT-PCRs al diagnóstico de multitud de virus de abejas (de Miranda, 2008), 
convencionales en primer lugar y más tarde en tiempo real (RT-qPCR). Si las RT-PCRs 
convencionales supusieron un aumento de la sensibilidad considerable en el diagnóstico de 
virus de abeja, las RT-qPCR resultaron un gran avance, puesto que son aún más sensibles y 
además permiten la cuantificación de la carga vírica. Esta determinación de la carga vírica 
puede, por tanto, ser clave a la hora de diferenciar en qué colonias existe realmente un 
problema atribuible a un determinado virus, ya que la naturaleza encubierta de la mayoría 
de infecciones víricas y la presencia de síntomas inespecíficos hace que la sola detección de 
un virus en una colonia sea poco informativa.  
Existen dos tipos de cuantificación: relativa y absoluta. En la cuantificación 
relativa se emplea como control una muestra de referencia, de la que se desconoce su 
carga exacta, para cuantificar las muestras problema. Este control puede ser una muestra 
previamente caracterizada o por ejemplo el día 0 de una infección experimental. De este 
modo, se sabe si una muestra presenta más o menos carga vírica en comparación con el 
control, y se cuantifica la magnitud de esta diferencia. Por el contrario, en la 
cuantificación absoluta se determina la carga vírica de una muestra, a partir de la 
extrapolación del valor del ciclo umbral o Ct en una curva de calibración (o estándar) 
realizada con un control previamente caracterizado (Figura 21). 
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Figura 21. Ejemplo de curva estándar. Fuente: imagen propia 
 
Además de la alta sensibilidad y la posibilidad de cuantificar la carga vírica, la RT-
qPCR es rápida, específica, permite hacer diagnóstico “multiplex” (Evans et al. 2013) y 
cada vez es más asequible, por lo que se ha convertido en la técnica de rutina realizada en la 
mayoría de laboratorios que estudian las enfermedades víricas de las abejas. Sin embargo, es 
necesario tener algunas precauciones tanto en el diseño como en la interpretación de estas 
técnicas, ya que al ser más sensible es más susceptible de la aparición de falsos positivos y la 
presencia de virus muy similares, como el complejo ABPV-IAPV-KBV y DWV-VDV1, 
requieren de un diseño de cebadores muy específico. A pesar de estas precauciones, el 
principal inconveniente de esta técnica es que requiere del conocimiento previo del genoma 
del virus a diagnosticar, por lo que infecciones por virus que aún no han sido 
caracterizados pueden ser atribuidos erróneamente a otros virus presentes en la misma 
muestra. Esta limitación, así como la aparición del SDC y las pérdidas invernales, que no se 
explican por la presencia de ninguno de los virus conocidos, llevaron al desarrollo e 
implementación de las técnicas de secuenciación masiva. 
4.4.4. Nuevos avances: metagenómica de virus 
La metagenómica de virus es el estudio de la composición genética vírica completa 
de una muestra biológica o ambiental sin el conocimiento previo de la secuencia. Esta 
técnica tiene el potencial de detectar ácidos nucleicos de virus ARN y ADN de la muestra 
en muestras de individuos sanos y enfermos (Delwart. 2007; Tang y Chiu, 2010). La técnica 
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se basa en la amplificación masiva de todas las secuencias de ARN y ADN, siguiendo una 
sucesión de pasos que se resumen en la Figura 22. A diferencia de la PCR, la metagenómica 
emplea cebadores degenerados, es decir, que se pueden unir complementariamente a 
cualquier secuencia, a partir de los cuales se establecen unas “librerías” de fragmentos de 
ADN que son sometidos a una amplificación y una secuenciación masiva. Existen varios 
tipos de secuenciación masiva, en función de la plataforma usada: tecnología 454, Illumina 
y SOLiD, que se diferencian en el principio de secuenciación (Blomström. 2010). La 
secuenciación masiva es un proceso que genera varios cientos de miles de “lecturas” de la 
secuencia en cada prueba. Esta gran cantidad de información generada requiere de un 
análisis de datos informático especializado denominado “bioinformática”, que se ha 
convertido en sí mismo en un nuevo campo de investigación. Básicamente, las secuencias 
son ensambladas entre sí formando grupos de secuencias pertenecientes a la misma región 
del genoma, denominados “contigs”, que son comparados con las secuencias conocidas de 
las bases de datos para establecer con qué organismos tienen similitud los nuevos genomas 
secuenciados. 
 
Figura 22. Esquema del procedimiento a seguir en metagenómica. Fuente: elaboración propia. 
Ante la imposibilidad de encontrar una explicación satisfactoria a las pérdidas de 
abejas, y las amplias posibilidades que ofrece la metagenómica, esta tecnología empezó a 
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usarse en las colonias en busca de patógenos aun no descritos. Uno de los primeros 
ejemplos fue el trabajo de Cox-Foster et al., (2007), en el que se relacionó estadísticamente 
la presencia de IAPV con el SDC. Otros trabajos han descrito la flora del intestino de las 
abejas con el objetivo de determinar los organismos simbiontes (Engel et al. 2012; Engel y 
Moran, 2013). Recientemente la metagenómica se ha empleado en el estudio de los 
microorganismos presentes en colmenas con alta y baja infestación de Varroa (Nazzi et al. 
2012), en colmenas sanas y con SDC (Cornman et al. 2012) y en el estudio de la respuesta 
inmune de pupas infectadas con DWV (Ryabov et al. 2014).  
Las aplicaciones de la metagenómica vírica son tan extensas como sus posibilidades. 
Así, Blomström aplica esta tecnología para investigar una enfermedad compleja 
potencialmente causada por varios virus (Blomstrom et al. 2009; Blomström et al. 2010), 
para investigar una enfermedad de etiología desconocida (Blomstrom et al. 2010) y para 
investigar la transmisión de una enfermedad mediada por vectores (Blomström. 2011). En 
el caso de los virus de abejas, la metagenómica ha descubierto virus hasta el momento 
desconocidos, como los virus LSV-1 y LSV-2 (Runckel et al. 2011) y una nueva variante del 
LSV (Cornman et al. 2012). Sin embargo, es necesario recordar que la presencia de un 
ácido nucleico de un virus no implica necesariamente que ese virus sea el causante de la 
enfermedad. Por ello, se considera que la metagenómica ofrece la posibilidad de descubrir 
patógenos que aún no se han descrito, pero cuyo efecto patógeno debe ser demostrado 
mediante ensayos in vivo. En este sentido, los estudios de los organismos simbiontes de las 
abejas son también esenciales para descartar microorganismos como causantes de una 
sintomatología. Otros inconvenientes de esta tecnología son la complejidad del análisis 
bioinformático y los elevados costes, aunque los nuevos programas informáticos y las 
nuevas plataformas de secuenciación cada vez ofrecen posibilidades más económicas.  
4.5. Epidemiología de enfermedades víricas 
La Epidemiología se define tradicionalmente como el estudio de la distribución de 
enfermedad y de sus determinantes en una población (Woodward. 2013). Tras numerosos 
estudios, se considera que los virus son uno de los determinantes fundamentales de la 
pérdida de colmenas. Además la mayoría de estos virus tienen una amplia distribución en 
las colonias de Apis mellifera, y algunos de ellos, una estrecha relación con otro de los 
patógenos que condiciona la salud de las colonias, el ácaro Varroa destructor. Además, las 
infecciones víricas, a pesar de encontrarse de manera encubierta y persistente en las 
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colmenas, pueden activar su replicación y causar daño a la colonia en presencia de otros 
factores, como condiciones medioambientales inadecuadas. Por tanto, conocer la 
distribución de las enfermedades víricas, los factores de naturaleza biótica (otros patógenos, 
el estado inmune del hospedador) y abiótica (manejo inadecuado, condiciones 
medioambientales adversas) relacionados con los virus y su influencia sobre las colonias 
resulta fundamental para establecer una estrategia de protección de las colonias de Apis 
mellifera.  
4.5.1. Epidemiología descriptiva: recogida de información 
El primer paso para el estudio de las enfermedades víricas es conocer su 
distribución en una población definida. Los estudios cuyo objetivo es conocer la presencia 
de virus en una población en un momento concreto son estudios observacionales y 
transversales, un ejemplo son las encuestas de vigilancia. En estos estudios se puede medir 
la frecuencia de enfermedad con parámetros como la prevalencia. La ventaja de estos 
estudios es que son baratos, relativamente fáciles y rápidos de realizar y sus resultados son 
el pilar para futuros estudios en los que el diseño y la selección de la población sean más 
rigurosos (vanEngelsdorp et al. 2012). Estos estudios pueden realizarse gracias a las nuevas 
herramientas empleadas en el diagnóstico de virus, que ofrecen la posibilidad de un 
diagnostico sensible y específico. 
La recogida de información para estudiar las enfermedades víricas consta tanto de 
la recogida de muestras como la recogida de información epidemiológica relevante (Figura 
23). En los muestreos se recoge una muestra de la población que se quiere estudiar. Para el 
estudio de virus, la muestra recomendada en los protocolos estándar son las abejas adultas, 
puesto que aunque muchos de los virus no producen síntomas en adultos, sí están 
presentes en estas abejas. Sin embargo, si existe la posibilidad de muestrear cría se puede 
obtener información muy valiosa sobre la dinámica del virus en las colonias. Otra de las 
consideraciones a la hora de decidir cómo hacer un muestreo es cuándo realizarlo. Debido 
a la estacionalidad que presentan muchos de los virus, realizar un solo muestreo puede ser 
poco significativo para conocer la dinámica del virus en la población de estudio. Muchos 
estudios realizan al menos dos muestreos atendiendo a la actividad de la colmena 
(primavera-verano y otoño-invierno) (Dainat et al. 2012; Mondet et al. 2014), realizan 
varios muestreos al año o estudian más de un periodo definido (Mondet et al. 2014). Por su 
parte, la realización de encuestas epidemiológicas ofrece la posibilidad de recabar 
información asociada a cada colmenar e incluso a cada colmena en cuanto a sintomatología 
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observada, condiciones de manejo, alimentación, tratamiento acaricida, etc., que es 
fundamental a la hora de analizar factores relacionados con la presencia de enfermedades 
en las colonias. 
 
Figura 23. Toma de muestras de colmenas comerciales. Fuente: imágenes propias. 
 
4.5.2. Epidemiología analítica: análisis de la información 
Una vez conocida la distribución de la enfermedad en la población de estudio, el 
siguiente paso es poner a prueba una hipótesis específica acerca de la relación de la 
enfermedad a una causa o factor de riesgo, mediante la llamada epidemiología analítica.  
Actualmente se considera que las pérdidas de colonias que se han venido 
observando en los últimos años no se deben a una sola causa, sino que se trata de un 
problema multifactorial. Por tanto, son varios los factores de riesgo que se pueden 
estudiar en relación con la pérdida de colonias, incluidos los virus, Varroa y otros 
patógenos, prácticas de manejo, condiciones ambientales, etc. Así mismo, son varios los 
análisis estadísticos que se pueden emplear para comprobar la relación entre los factores de 
riesgo y la presencia de enfermedad (Pirk et al. 2013).  
El análisis debe efectuarse en varias etapas, desde los análisis más simples a la 
integración de varios factores de riesgo en análisis multivariables. En primer lugar se 
pueden establecer relaciones entre los diferentes factores cuantitativos mediante un análisis 
de correlación (tests de Spearman y de Pearson). Estos análisis pueden ayudar a identificar 
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interacciones entre factores de riesgo y posibles “variables confusoras”. Además, se pueden 
distinguir varias asociaciones entre virus y otros factores que luego pueden ser probadas 
experimentalmente, como por ejemplo, la sinergia entre DWV y Varroa, cuya asociación no 
sólo es estadística, si no que se ha comprobado in vivo. En cambio, otras asociaciones no 
están tan claras y varían según el estudio, como DWV y Nosema ceranae: competitiva 
(Doublet et al. 2015), sinergística (Zheng et al. 2015), no relación (Martin et al. 2013). Otros 
test estadísticos permiten establecer diferencias en la media y la varianza de los distintos 
factores de riesgo, y se aplican en función de la distribución de los datos (normal vs. no 
normal) (ANOVA entre grupos vs. Kruskal-Wallis, T-test vs. Mann Whitney U, T-test 
pareado vs. Wilcoxon, etc.). Por otro lado, se pueden establecer relaciones entre la 
presencia de la exposición al factor de riesgo y la ocurrencia del evento, por ejemplo 
mediante un test de Chi cuadrado. Por último, el análisis de regresión permite establecer 
relaciones causales estadísticas entre la presencia de enfermedad y los diversos factores de 
riesgo analizados en modelos multivariables. En definitiva, estos estudios son el punto de 
partida para establecer potenciales causas o conjunto de causas de la pérdida de colmenas, 
que han de comprobarse y estudiar con mayor detalle en estudios experimentales 
controlados. 
4.5.3. Epidemiología molecular 
La epidemiología molecular surge como importante herramienta empleada para 
determinar relaciones filogenéticas entre diversas secuencias genéticas mediante el empleo 
de análisis estadísticos que, a su vez, permiten extraer conclusiones acerca del origen, 
evolución y variación de dichas secuencias. Si aplicamos esta herramienta al análisis de virus 
patógenos, podremos determinar la proximidad genética entre aislados procedentes de 
diferentes orígenes. De este modo, tras el análisis de esta información y su representación 
gráfica en árboles filogenéticos basados en divergencias/convergencias genéticas, 
podremos identificar aislados similares o iguales en las distintas muestras analizadas y por 
tanto, determinar un origen común, una vía de transmisión y la frecuencia relativa en la que 
encontramos el aislado en cada origen y vía. El análisis filogenético permite por tanto la 
comparación del genoma vírico, o parte del mismo, con secuencias de virus previamente 
caracterizadas y por tanto proporciona mucha información que puede ayudar a tomar 
decisiones para prevenir o controlar una enfermedad. El análisis filogenético requiere de la 
secuenciación de al menos una parte del genoma del virus a estudiar, de una base de datos 
de secuencias con la que compararlo (por ejemplo, algunas de libre acceso como GenBank) 
y la representación de las distancias genéticas mediante árboles filogenéticos. Los árboles 
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filogenéticos se basan en modelos de sustitución de pares de bases y pueden ser de varios 
tipos en función del algoritmo empleado, por ejemplo los modelos Neighbour-Joining, de 
máxima verosimilitud y bayesiano, entre otros (Nei y Kumar, 2000; Tamura et al. 2007). En 
el caso de los virus de abeja, las aplicaciones del análisis filogenético son la clasificación y 
taxonomía de nuevos virus, el estudio del origen de un virus en una población (por 
ejemplo, la introducción de un virus en un territorio en el que estaba ausente a través del 
comercio de enjambres), así como complemento en el estudio de la diversidad y del 
potencial patógeno de un virus (Martin et al. 2012; Ryabov et al. 2014). 
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JUSTIFICACIÓN	
Preservar las abejas es una de las mayores preocupaciones de la comunidad 
científica a nivel mundial, ya que, de lo mencionado anteriormente, se extrae que estos 
insectos tienen un alto impacto socio-económico y medioambiental. Prueba de ello son las 
recientes políticas llevadas a cabo en la UE, recogidas en los programas marco FP7 y 
Horizon 2020, que se han orientado al estudio de las abejas y la protección de la agricultura 
y la biodiversidad.  
En España, país de la UE con mayor censo de colmenas y producción de miel, 
conocer las causas de la pérdida de colmenas resulta de vital importancia para el sector 
apícola y todas las actividades que se benefician de la actividad de la abeja. Se considera que 
no existe una única causa que explique este fenómeno, sino que son varios los factores 
potencialmente implicados e interrelacionados, incluyendo los contaminantes ambientales y 
el mal uso de fitosanitarios, el clima, la pérdida de hábitats y fragmentación del territorio, 
así como la expansión de los agentes patógenos, que sin duda juegan un papel fundamental 
en estas pérdidas. Dentro de la gran variedad de agentes patógenos que afectan a las abejas, 
los virus generan un gran interés por su distribución y presencia en las colonias, por su 
capacidad de provocar infecciones persistentes, por su relación con otros factores de riesgo 
para la salud de las abejas y por su asociación demostrada con estados patológicos y 
pérdidas de colonias. Sin embargo, aún son muchos los interrogantes sobre su patogenia, 
su interacción con otros factores externos e internos a la colmena y su papel como 
modificadores del equilibrio con el hospedador hacia estados patológicos individuales y en 
el conjunto de la colonia. A este respecto, los precedentes del estudio de virus en España 
son todavía escasos y muchos de ellos de naturaleza descriptiva. Por tanto, existía la 
necesidad de identificar los riesgos que representan los virus para la salud de las colonias y 
evaluar las potenciales interacciones entre los propios virus y el resto de factores que  
afectan a la diversidad y abundancia de estos polinizadores, desde una perspectiva holística 
y en condiciones de campo representativas del marco geográfico español. 
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OBJETIVOS	
El objetivo principal de esta tesis es conocer la implicación que tienen los virus de 
abeja en la pérdida de colonias en España, así como los factores que están relacionados con 
su mayor presencia en las colonias, como herramientas para prevenir estas pérdidas en el 
futuro. 
Los objetivos específicos de esta tesis doctoral son:  
Objetivo 1. Determinar la potencial relación de IAPV con el SDC en colonias de abejas en 
España. 
Objetivo 2. Analizar la presencia de virus desconocidos potencialmente implicados en el 
SDC mediante metagenómica. 
Objetivo 3. Determinar las prácticas de manejo de las colonias que pueden influir en el 
efecto de las infecciones víricas sobre la salud de las colonias. 
Objetivo 4. Analizar la dinámica y las interacciones de los virus junto con otros patógenos 
y su implicación en el debilitamiento de las colonias. 
 
 
  
 
RESULTADOS	
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RESUMEN DE LOS RESULTADOS DEL OBJETIVO 1 
El virus IAPV pertenece al denominado complejo ABPV-IAPV-KBV. Estos virus 
habitualmente producen infecciones encubiertas pero que bajo condiciones que inducen 
estrés, tales como la presencia de Varroa (vector de estos virus), pueden dar lugar a 
sintomatología aguda de parálisis y mortalidad con un gran impacto en las colmenas (de 
Miranda et al., 2010). En el año 2007 se publicó un estudio en  EEUU que determinó que 
IAPV incrementa el riesgo de padecer SDC y señaló a este virus como un indicador 
significativo de este síndrome en presencia Varroa (Cox-Foster et al., 2007). Este virus ha 
sido detectado en las colmenas de España (Kukielka y Sánchez-Vizcaíno, 2010), donde la 
presencia de Varroa es habitual desde los años 80. Además, el virus detectado fue analizado 
filogenéticamente y se agrupó con otras variantes de IAPV implicadas en el SDC. Sin 
embargo, a pesar de que posteriores estudios describieron una presencia de IAPV de hasta 
el 26% en función del año (Garrido-Bailón et al., 2010, Antúnez et al., 2012), no se ha 
cuantificado este virus y su relación con la pérdida de colmenas no está clara en España. 
Por tanto, el objetivo 1 de esta tesis doctoral consiste en determinar la potencial 
implicación de IAPV en el SDC en España. El estudio se centró en Andalucía, puesto que 
se trata de una importante región apícola, siendo la segunda más importante en producción 
de miel en España. La presencia y carga de IAPV se estudió en 96 colonias comerciales 
situadas en todas las provincias de Andalucía en las que se realizó una encuesta 
epidemiológica y se tomó muestra de abejas adultas. Se determinó mediante RT-PCR que la 
frecuencia de IAPV en las colmenas muestreadas fue del 13.5% y la carga media 4.9x105 
copias de genoma equivalente (CGE)/abeja, aunque se detectaron cargas de entre 102 y 107 
CGE/abeja en las colonias muestreadas. Sin embargo, no se encontró asociación entre las 
colmenas que mostraban debilidad y la presencia de IAPV (χ2 test, p > 0.05). Además, las 
cargas víricas más altas se observaron tanto en colonias sanas como débiles, indicando que 
altas cargas de IAPV no producen el colapso de las colmenas por sí solas, aunque sería 
interesante comprobar a nivel molecular e histopatológico si esta carga de IAPV produce 
daño a nivel individual. Por otro lado, también se estudió el origen de la variante de IAPV 
presente en Andalucía mediante un análisis filogenético. El análisis reveló que la variante de 
IAPV de Andalucía se agrupa junto con muestras de Francia en un clúster diferente del de 
la muestra de Valencia (Kukielka y Sánchez-Vizcaíno, 2010), que a su vez se agrupa con 
muestras alejadas geográficamente, indicando la presencia de dos linajes de IAPV 
evolutivamente distintos, y con diferente origen, en España. 
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potencialmente	 implicados	 en	 el	 SDC	 mediante	
metagenómica	
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RESUMEN DE LOS RESULTADOS DEL OBJETIVO 2 
La alarmante situación de la pérdida de colonias acaecida a partir de 2004 supuso 
que numerosos grupos de investigación buscaran su causa contemplando numerosos 
factores y entre ellos, diversos patógenos. Rápidamente los virus se perfilaron como una de 
las posibles causas junto con la presencia de Varroa. Sin embargo, ninguno de los virus 
conocidos pudo explicar por sí solo el colapso de las colonias. Surgió entonces la necesidad 
de estudiar la posibilidad de que virus desconocidos hasta el momento pudieran estar 
emergiendo y ser los causantes de estas pérdidas. Sin embargo, las características de los 
virus de abeja, como la ausencia de producción de anticuerpos, la imposibilidad de emplear 
cultivos celulares para su crecimiento y las infecciones mixtas limitaron su estudio. Además, 
las técnicas moleculares que se han empleado para el diagnóstico y estudio de los virus de 
abeja sólo detectan virus de los que previamente se conoce su secuencia. Por tanto, la 
metagenómica ofrece una oportunidad única para el estudio de los virus implicados en la 
pérdida de colmenas. En el objetivo 2 de esta tesis doctoral se empleó un enfoque 
metagenómico para estudiar los virus presentes en una muestra de una colonia que 
presentaba síntomas de SDC en un colmenar de Navarra. Se detectaron tres virus de abeja 
en la muestra, ALPV, IAPV y LSV. Aunque ya había sido descrita en EEUU, este es el 
primer estudio donde se ha detectado la existencia de una variante de ALPV con la 
capacidad de infectar abejas en Europa. Al igual que ALPV, LSV es un grupo de virus aun 
sin clasificar de los que se desconoce su impacto en el estado sanitario de la colonia, siendo 
también la primera vez que son detectados en Europa. Además, se realizó un análisis 
filogenético del virus IAPV detectado en la muestra, en el que se determinó su similitud 
con la variante previamente descrita en Andalucía y otras secuencias descritas en Francia, lo 
cual podría explicarse por su proximidad geográfica. Por último, este estudio reveló que las 
abejas pueden ser portadoras de un virus de planta, el virus del mosaico del nabo (TuRSV), 
adquiriendo este virus potencialmente a través del polen. 
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Objetivo 3: Determinar	 las	prácticas	de	manejo	de	 las	
colonias	que	pueden	influir	en	el	efecto	de	las	infecciones	
víricas	sobre	la	salud	de	las	colonias	
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RESUMEN DE LOS RESULTADOS DEL OBJETIVO 3 
Como se ha descrito anteriormente, la mayoría de virus de abeja se encuentran en 
condiciones normales en infecciones encubiertas que no presentan sintomatología. Sin 
embargo, bajo la influencia de factores capaces de inducir a la colonia a un estado de estrés, 
su replicación puede activarse dando lugar a infecciones aparentes con sintomatología 
evidente. Por tanto, la relación virus-abeja puede verse influida por factores externos, 
presentes tanto en la propia colmena como en el medio ambiente que las rodea. Entre estos 
factores, las prácticas de manejo ejercen un efecto directo sobre las condiciones de la 
colmena, por lo que potencialmente pueden influir en las infecciones víricas presentes en 
las mismas. De este modo, entender el efecto de  las prácticas de manejo sobre la dinámica 
de los virus en las colonias puede ayudar su optimización como estrategia en la prevención 
de enfermedades víricas, que pueden desencadenar el colapso de las colonias. Para entender 
este efecto, en el objetivo 3 se estudió las prácticas de manejo en relación con la presencia y 
carga de siete virus en colmenares situados en todas las provincias de Andalucía, en dos 
muestreos en primavera-verano y otoño-invierno. Se observó un ligero empeoramiento del 
estado sanitario de las colonias en otoño-invierno, coincidiendo con una mayor presencia 
de ascosferosis y síntomas inespecíficos como pillaje, aunque no se notificó la presencia de 
síntomas víricos. Se detectó la presencia de seis de los siete virus estudiados, aunque sólo 
BQCV y DWV se detectaron en ambos muestreos en todas las provincias. La carga de 
DWV aumentó a lo largo del estudio, aunque nunca se superaron las cargas del orden de 
107 CGE/abeja y no se observaron síntomas de alas deformadas. Al estudiar las posibles 
asociaciones entre las prácticas de manejo y la presencia y cantidad de virus se observaron 
diferentes tendencias respecto a BQCV y DWV. BQCV se correlacionó positivamente con 
el porcentaje del año en cultivos, y se correlacionó negativamente, al igual que DWV, con 
el número total de colmenas. La presencia de estos dos virus también se asoció con la 
alimentación artificial durante el invierno y la trashumancia fuera de la provincia, lo que 
sugiere que estas prácticas deben ser consideradas en futuros estudios. Por otro lado, la 
alimentación artificial en primavera y variables relacionadas con la profesionalización del 
sector, como el número de colmenas o la dedicación, resultaron factores protectores para la 
coinfección de virus en la misma colonia. Por tanto, este estudio resalta la importancia de la 
profesionalización del sector y la formación en técnicas de manejo para mantener el estado 
sanitario de las colmenas, identificando tendencias que pueden ser la base de futuros 
estudios en los que basar las medidas de control sanitario para la pérdida de colonias. 
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Abstract 
Recent colony losses of western bee Apis mellifera, one of the most concerning 
challenges for beekeeping and related activities, have been attributed to a 
combination of factors. Some of these factors cause stress conditions to the 
colonies, which can facilitate the activation of replication of the pathogens that 
are already present. Specifically, viruses are usually present in apparently healthy 
colonies in covert infections without causing any serious damage to the colony, 
so their solely detection is not indicative of disease. To this respect, beekeeping 
practices and managing of colonies may have an effect on virus infection. In 
this study we have characterized the beekeeping practices in relation with the 
presence and load of seven bee viruses of apiaries from Andalucía, South of 
Spain, in two different samplings. A slight deterioration of health status was 
appreciated from the first to the second sampling. However, overt symptoms 
were rarely observed. Six of the seven viruses were detected although only 
black queen cell virus (BQCV) and deformed wing virus (DWV) had a clear 
presence in both samplings and in all the provinces. DWV increased prevalence 
and load along the period of study but loads were below 107 GEC/bee and 
wing deformities were not observed. Trends between beekeeping practices and 
virus load and presence were observed for BQCV and DWV. BQCV load was 
positively correlated with percentage of the year in crops and negatively 
correlated, together with DWV load, with total number of colonies. BQCV and 
DWV presence were also associated with artificial feeding during winter and 
transhumance to a different province, respectively, suggesting that these 
practices should be considered in future studies. Moreover artificial feeding in 
spring and professionalism have been detected as protective factors for viral 
coinfection. Thus, this study has shown the potential of professionalism in the 
maintaining of colony health and has identified trends that could serve in the 
design of future prospective studies and in the implementation of control 
measures. 
.
 
Introduction 
European honey bees’ (Apis mellifera L.) 
importance in global economy is mainly 
associated to their contribution to crop 
pollination worldwide. Insect pollination, 
which is provided predominately by honey 
bees, is estimated to have a value of US$ 212 
billion (1). In fact, 35% of the human diet is 
thought to be benefited from pollination (2,3), 
which means that 52 of the 115 lead global 
food commodities depend on honey bee 
pollination (2). 
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Honey bee populations have suffered 
alarming losses in recent years. As an example, 
managed colonies have significantly decreased 
in both Europe (-26.5%) and North America 
(-49.5%) from 1967 to 2007 (3) These losses 
have been attributed to winter mortality of 
colonies, progressive weakening, depopulation 
and colony collapse disorder (CCD) 
syndrome, which was firstly described in 
2006.  The main results of the studies about 
the causes of these losses highlight that there 
is a direct effect of pathogen infection, which 
may cause the collapse of the colony, 
preceded by a combination of factors 
responsible for the environmental stress that 
reduce the bees’ ability to mitigate infection 
(4). Viruses are the most recent discovered 
pathogens, and have a complex relationship 
with both the immune system of the host and 
other microorganisms such as Nosema spp. or 
Varroa destructor, which act as 
mechanical/biological vectors for viral 
transmission. In addition, viruses such as 
Israeli acute paralysis virus (IAPV) (5), 
deformed wing virus (DWV) (6), acute bee 
paralysis virus (ABPV) (7), and Apis iridescent 
virus (AIV) (8) have been recently associated 
with honey bee losses per se or in combination 
with parasites.  However, viruses are usually 
detected in apparently healthy colonies (covert 
infections), and their solely presence is not 
indicative of disease (9). Field reports have 
suggested that the development of overt 
infections is context dependent, which means 
that, in general, honey bees carry infections 
with little or no consequences, but under 
specific conditions, such as environmental 
stress, the infection may become overt and 
have a fatal impact at colony level (10).  
Among environmental factors, beekeeping 
practices may have a decisive effect on the 
colonies and thus, optimization of these 
practices could determine the preservation of 
the health status of the colonies by 
maintaining the host-pathogen balance. This 
has been observed in previous studies which 
have considered beekeeping practices as 
potential risk factors for honey bee health and 
have highlighted the importance of queen age 
(11), colony population (11,12), size 
operations (13) in colony losses. Thus, 
optimizing the management of colonies is an 
essential point to preserve health status of 
colonies. 
The aim of this study is to identify beekeeping 
practices related to lower presence and load of 
bee viruses and which can represent a 
potential strategy to maintain the health of the 
colonies. 
Material and methods 
Study area 
The Spanish region of Andalucía was selected 
to perform an extensive honey bee sampling, 
as it represents 17.3% of the national territory 
and is the first Spanish Community in hive 
census with up to 535.000 hives, and the 
second one in honey production, with 5.712 
metric tons of honey produced in 2009 (14).  
Beekeepers from Andalucía were asked to 
participate in the study. Beekeepers marked 
their colonies so as to carry out samplings of 
the same colonies in two different times of 
the year. All provinces of Andalucía were 
sampled to maintain geographical 
homogeneity and professional, semi-
professional and non-professional beekeepers 
were selected for the study to include 
differences in hives’ handling and beekeeping 
conditions. 
Sampling design 
We analyzed the health status of selected 
apiaries in two moments of the season of 
beekeeping activity of 2010-2011. The first 
sampling took place in spring-summer 2010, 
between 29/3/10 and 2/7/10, when honey 
bees are in high collecting activity and there is 
abundant brood. The second sampling was 
performed in autumn-winter 2010/2011, 
when colonies reduce activity to overwinter, 
and took place between 19/10/10 and 
31/3/11, because in that year overwintering 
was observed until this moment. Given the 
census of 3328 apiaries in Andalucía in 2011 
(14), we designed the sampling assuming the 
worse scenario of prevalence (50%) and 95% 
of confidence and restricting the power of the 
sampling between 80 and 90%. Two colonies 
were sampled per apiary, assuming 
homogenous health status among colonies 
belonging to the same apiary. The same 
colonies were studied in two different 
samplings. Losses were replaced with the 
closest colony (i.e. nearest neighbor). Fifty 
worker bees were collected alive from inside 
and outside the hive to ensure the presence of 
young and adult bees and immediately frozen 
and sent to our laboratory. 
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Questionnaires 
A questionnaire was designed to obtain 
specific data about the sampled colonies and 
the apiary. Questionnaires were filled in by the 
veterinary inspectors specialized in beekeeping 
at the moment of sampling. The questionnaire 
was structured in (i) apiary general 
information such as location with GPS 
coordinates, type of management 
(professional, semi-professional or non-
professional) and date of sampling; (ii) 
beekeeping handling of colonies such as 
movement of colonies to pollinate crops 
(‘transhumance’), type of feeding (crops or 
field nutrition) and food supplements; (iii) 
sanitary conditions such as symptoms of 
bacterial or fungal disease (foulbrood and 
ascosphaerosis), viral symptoms, 
kleptoparasitism of neighboring colonies and 
depopulation. Varroa presence was studied 
through the observation of abnormal 
quantities of the parasite and the number and 
type of treatment used against mites. 
Although monitoring of Varroa destructor loads 
would be an interesting parameter to measure 
for its relationship with bee viruses, we could 
not measure the natural presence of valuable 
quantities of the mite in the colonies. Instead, 
we considered the notification of problems to 
control Varroa as an indicator of high loads of 
the mite in the questionnaire.  
Laboratory analyses 
Seven viruses were analyzed to determine the 
health status of the colony: deformed wing 
virus (DWV), Israeli acute paralysis virus 
(IAPV), black queen cell virus (BQCV), acute 
bee paralysis virus (ABPV), chronic bee 
paralysis virus (CBPV), Kashmir bee virus 
(KBV) and sacbrood virus (SBV). 
Each sample of 50 bees was homogenized in 
6 ml of sterile phosphate-buffered saline 
(PBS) 1X and also conserved at -80ºC in 
sterile 1.5 ml tubes. RNA extraction was 
carried out with the column commercial kit 
Nucleospin II Virus® (Macherey Nagel) 
following manufacturer’s instructions and 
including positive controls of each bee virus. 
Extracted RNA was resuspended in RNases 
and DNase free water and conserved at -20ºC 
until their molecular analysis. 
Samples were analyzed by amplification of 
virus-specific nucleic acid for the presence of 
seven honey bee viruses by one-step reverse-
transcription real time polymerase chain 
reactions (RT-qPCR) based on SYBR-Green 
dye and using primers and PCR conditions 
previously described by several authors: 
BQCV (15), ABPV (16), CBPV (17), KBV 
(18), SBV (19), DWV (15) and IAPV 
(20)(Palacios et al. 2008)(Palacios et al. 
2008)(Palacios et al. 2008)(Palacios et al. 
2008)(Palacios et al. 2008)(Palacios et al. 
2008)(Palacios et al. 2008). Temperature 
programs of each virus were run in a 
Stratagene Mx-Pro 3000 thermocycler and 
included a final extension and dissociation 
curve to assess the amplification of the 
specific target. All RT-qPCR included a 
positive RNA control and two water-negative 
controls. The reliability of the whole 
processing (RNA extraction to RT-PCR 
amplification) was evaluated by introducing a 
housekeeping gene ‘Bee actin’. The sequence 
of bee actin (Accession number: AB023025.1 
from GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)) 
was used to design the primer pair 
Actin_2beeFWD 
GGCTCTTTTCCAACCATCCT and 
Actin_2beeREV 
GGGCAGTGATTTCTTTTTGC using 
Primer3 software 
(http://biotools.umassmed.edu/bioapps/pri
mer3_www.cgi). Primers were previously 
proved for each virus RT-PCR conditions, in 
triplicates of dilutions from an original bee 
sample up to dilution 10-7. Actin was detected 
in all samples with similar Ct (median=28.16, 
mean=28.33, SD=1.88). 
Viral loads were quantified using absolute 
quantification. Amplified products of bee 
viruses obtained by RT-PCR were cloned into 
a PGemT® plasmid vector (Promega) and 
OneShot®TOP10 chemically competent cells 
(Invitrogen) following the manufacturers’ 
instructions. Plasmids were extracted from E. 
coli competent cells with the QIAprep Spin 
Miniprep kit (Qiagen) and confirmed as 
positive to each virus by PCR. Concentrations 
(ng/µl) of the plasmids were measured in 
Nanodrop® (data not shown). Standard 
curves were constructed with triplicates of 
serial dilutions of known amounts of each 
plasmid. Viral load was expressed as genome 
equivalent copies per bee (GEC/bee) (21). 
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Table 1. Description of variables used to codify beekeeping practices from the 
questionnaires. a. spring-summer sampling, b. summer-autumn sampling. Q: quantitative, 
C: categorical, O: ordinal. 
 
Name of 
variable 
Description of variable Type of 
variable 
V1a, V1b Total number of colonies handled by the beekeeper Q 
V2a, V2b Mean number of colonies/apiary Q 
V3a, V3b Health status score: rate of colony health status with a score of 1 
(poor) to 10 (excellent) 
O 
V4a, V4b Dedication: professional (1), semi-professional (2), hobby (3) O 
V5a, V5b Feeding: % per year with crop nutrition (in contrast with field 
nutrition) 
Q 
V6a, V6b Feed supplement during spring (yes/no) C 
V7a, V7b Feed supplement during winter (yes/no)  
V8a, V8b Seasonal movement of colonies (transhumance): % of colonies 
that are moved and whether the movement is within the same (0) 
or to a different province (1) 
Q, C 
V9a, V9b Varroa treatment: once (1) or twice a year (2) C 
 
Statistical and epidemiological analyses 
Questionnaire responses were codified for 
each apiary as nine variables for each season 
(Table 1). Descriptive analyses were 
performed to assess beekeeping practices in 
the sampled apiaries.  
 
Analyses of health data were also performed 
at the apiary level. An apiary was considered 
positive for a virus when at least one of the 
sampled colonies was tested positive for that 
virus. Similarly, the viral load considered for 
each apiary was the maximum viral load found 
in the sampled colonies of this apiary.  
Evolution of viral load between spring-
summer and autumn-winter seasons was 
statistically evaluated using non parametric 
Mann-Whitney U Test (M-W test) and 
Wilcoxon Rank Sum Test (W test). Only 
apiaries sampled in the two seasons (39 
apiaries) were included in this analysis. 
Correlations between virus loads were 
performed using Spearman correlations in 
each sampling to assess for relationships 
between viruses. Significant correlations were 
then studied by curve estimation regression 
and R2 parameter to determine if the observed 
fits into a known distribution. 
The prevalence (with 95% confidence level 
and assuming perfect sensitivity and 
specificity) was based on the proportion of 
apiaries with at least one virus confirmed by 
the laboratory analysis results. To test whether 
the distribution of viruses was random, the 
observed distribution of viruses among 
apiaries with 70 colonies per apiary was 
compared to a Poisson distribution using Chi 
square goodness-of-fit-tests in each season. 
Infection levels of apiaries were analyzed for 
differences among provinces with a Kruskal-
Wallis test (K-W test).  
Exploratory relationships between beekeeping 
practices and virus loads were assessed using 
Spearman correlations for continuous 
variables and Chi square and Fisher’s exact 
tests for categorical variables in each season. 
In the case of categorical variables, only 
positive-negative values of DWV and BQCV 
were considered. 
Coinfection of several viruses in the same 
apiary was studied by codifying apiaries in a 
Boolean variable with value 1 where more 
than one virus is present at the same time in 
the colony. Two logistic regression models 
using backward method were then used to 
assess for relationships between coinfection 
and beekeeping variables in the apiaries in 
each season. 
All statistical analyses and figures were 
performed using EpiTools, SPSS v.21 and R 
language (22) in R Studio. Significant 
differences in statistical tests were considered 
when P value < 0.05. Maps were drawn using 
ArcGIS version 9.3. 
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Figure 1.  Location of  the apiaries  included  in  the  study. Andalucía  region  is highlighted  in 
green.
 
Results 
Sampling and questionnaires 
We retrieved information from 48 apiaries in 
spring-summer and 43 apiaries in autumn-
winter in a total of 52 locations (Figure 1). In 
9 apiaries the second sampling could not be 
performed and a new apiary was selected in 
the same province.  
The number of apiaries per beekeeper ranged 
between 1 and 13, with a mean of 6 apiaries 
per beekeeper (SD=2.57). The mean number 
of colonies per apiary also varied, from 10 to 
300, with a mean of 64 colonies per apiary 
(SD=30.57) and a median of 70 colonies per 
apiary. A slight deterioration of the health 
status of colonies was observed between 
samplings, as the health status score varied 
from 7.79 (max 9 -min 4) in spring-summer to 
7.24 on average (max 9- min 4). Most of the 
beekeepers included in the study were 
professional (60.4%), whereas semi-
professional beekeepers (31.25%) and non-
professional beekeepers were least frequent 
(8.33%). Feeding on fields was frequent, as 
only three apiaries fed exclusively on crops. 
The annual average percentage of crop 
feeding was 26.98%. Feed supplements were 
frequent, particularly in spring (66.67%) 
although winter supplements were used by an 
average of 20.83% apiaries. With the 
exception of four beekeepers, the rest of 
beekeepers all moved colonies from its 
original location, with a mean of 49.19% of 
colonies moved. These movements were both 
local and long distance, as 43.75% of 
beekeepers moved colonies out of the original 
province, in a medium-long distance 
movement. Lastly, most of the beekeepers 
performed only one Varroa treatment per year 
(79.17%) in autumn, whereas the rest of 
beekeepers applied a second treatment in 
spring. We found no statistical differences in 
the management practices from spring-
summer to autumn-winter. 
We found a positive correlation (Spearman 
correlation, ρ =0.400, P=0.005) between the 
total number of colonies per apiary and the 
annual percentage with crop nutrition, and 
also between the annual percentage with crop 
nutrition and the percentage of colonies that 
are moved (transhumance) (Spearman 
correlation, ρ =0.436, P=0.002). However, 
none of these correlations have a robust 
fitting of the curve (R2<0.4). 
No symptoms associated with bee viruses 
were identified in apiaries, except in one 
apiary in autumn-winter which showed 
paralyzed and darkened hairless bees, 
compatible with CBPV overt infection. Other 
symptoms observed in the apiaries were 
mummified brood due to ascosphaerosis 
(20.83% in spring-summer and 37.20% in 
autumn-winter) and decaying brood typical of 
bacterial diseases in two apiaries in autumn-
winter. Problems with Varroa were only 
detected in one apiary in spring-summer and 
two apiaries in autumn-winter. Interestingly, 
kleptoparasitism of neighboring colonies was 
only observed in autumn-winter in 25.58% of 
apiaries, although weakening symptoms such 
as low bee population was not reported in any 
apiary. 
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Health status of apiaries 
BQCV was present in 62.5% apiaries in 
spring-summer and in 58.14% apiaries in 
autumn-winter. However, only 16.48% of 
apiaries were infected with BQCV in both 
samplings. The apparent prevalence 
estimation of BQCV in Andalucía was, based 
on our results and with a 95% confidence 
level, of 48.4%-74.8% in spring-summer and 
of 43.3%-71.6% in autumn-winter. BQCV 
loads decreased from an average of 2.26x103 
GEC/bee in spring-summer to 8.59x102 
GEC/bee in autumn-winter. 
DWV increased from 29.17% infected 
apiaries in spring-summer (apparent 
prevalence 18.2%-43.2%, 95% confidence 
level) to 55.81% in autumn-winter (apparent 
prevalence 41.1%-69.6%, 95% confidence 
level). However, only 6 apiaries (6.59%) were 
infected with DWV in both samplings. DWV 
loads increased from an average of 1.42x103 
GEC/bee in spring-summer to 1.50x104 
GEC/bee in autumn-winter. 
CBPV was only present in autumn-winter 
(18.6% apiaries infected, apparent prevalence 
9.7%-32.6%, 95% confidence level) with an 
average load of 4.34x101 GEC/bee. In 
contrast, IAPV was detected in 18.75% of 
apiaries in spring-summer and only in 4.65% 
apiaries in autumn-winter (apparent 
prevalence 10.2%-31.9%, 95% confidence 
level). IAPV loads decreased from an average 
of 1.16x105 GEC/bee in spring-summer to 
2.09x102 GEC/bee in autumn-winter. 
KBV was detected in two apiaries in spring-
summer, with one of the apiaries very close to 
the limit of quantification of PCR (10 
GEC/bee) and one below this limit. Similarly, 
SBV was detected in two apiaries in autumn-
winter, but quantification was very close to 
the limit of the RT-PCR (10 GEC/bee). For 
that reason, these two viruses were excluded 
from further analyses. Finally, ABPV was not 
detected in any apiary. 
As for the evolution of viral loads between 
samplings, viral load did vary with statistical 
significance for DWV (W test, p=0.012), 
IAPV (W test, p=0.008) and CBPV (W test, 
p=0.012).
 
 
 
 
Figure 2. Viral loads of BQCV, DWV, IAPV and CBPV in logarithmic scale (GEC/bee). Green 
bars indicate spring‐summer sampling, blue bars indicate autumn‐winter sampling. 
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Table 2. Odds ratio and significant of variables retained in the logistic regression model. 
Variable  Odds ratio (OR)   Significance (p) 
Total number of colonies  0.991   0.010 
Dedication  0.127  0.021 
Artificial feeding spring  0.154  0.028 
 
 
During the spring-summer season no 
correlations were identified among different 
viral loads (Spearman correlation, p>0.05). 
However, correlations were observed during 
the autumn-winter season between the BQCV 
and DWV loads (Spearman correlation, 
ρ=0.396, p=0.004) and BQCV and CBPV loads 
(Spearman correlation, ρ=0.458, p=0.001). 
Further study of these relationships using fitting 
to a known curve revealed that these 
relationships were not robust (R2<0.3). 
BQCV, DWV, CBPV and IAPV seem to 
follow a random geographical distribution 
within Andalucía based on the results of the 
Chi square goodness of fit tests to a Poisson 
distribution (p<0.05). 
However, when looking at the province level, 
trends were appreciated. Differences of virus 
load distribution among provinces was observed 
for BQCV in spring-summer (K-W test, 
p=0.048) and autumn-winter (K-W test, 
p=0.005) and for DWV load in autumn-winter 
(K-W test, p=0.005). For IAPV differences were 
detected in autumn-winter (K-W test, p=0.048) 
because the only two positive apiaries were 
located in the same province (Jaén). For CBPV 
differences were observed only in autumn-
winter (K-W test, p=0.028). In the case of 
BQCV, two of the eight provinces of Andalucía 
(Córdoba and Málaga) in spring-summer and 
three provinces (Córdoba, Huelva and Jaén) in 
autumn-winter had a single apiary infected, 
when compared to the other provinces. 
Similarly, DWV was negative in two of the eight 
provinces (Córdoba and Granada). By the 
contrary, high loads of CBPV were distributed 
only among three provinces (Almería, Jaén and 
Málaga). 
 
 
Relationships between beekeeping practices 
and health status 
Correlations between viral load and 
beekeeping variables were found only in 
autumn-winter. Significant negative 
correlations were found between the total 
number of colonies and BQCV load 
(Spearman correlation, ρ=-0.305, P=0.047) 
and DWV (Spearman correlation, ρ=-0.346, 
P=0.023) loads. However, the fitting of the 
curve indicated that these associations are not 
very robust (R2<0.3). Moreover a positive 
correlation was observed between annual 
percentage with crop nutrition and BQCV 
load (Spearman correlation, ρ=0.341, 
P=0.025), but again, fitting of the curve was 
not very robust (R2<0.3). 
Further exploration using Chi square and 
Fisher’s exact tests revealed a significant 
relationship between BQCV presence and 
artificial feeding in winter in the spring-
summer sampling (Fisher’s exact test, 
p=0.044) and an almost significant 
relationship between DWV presence and 
transhumance to a different province in the 
autumn-winter sampling (Chi square test, 
p=0.05). 
Logistic regression model in autumn-winter 
showed that coinfection with two or more 
viruses was related to the total number of 
colonies, the dedication of the beekeeper and 
the artificial feeding during the spring (Table 
2). 
Discussion 
In this study we have evaluated the 
management and health status of apiaries in all 
the provinces of an important beekeeping 
region in Spain, through the collection of 
relevant information with questionnaires and 
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the evaluation of presence and load of seven 
bee viruses in the laboratory. 
Information collected in questionnaires 
showed that most of the apiaries had a 
medium size, compared with larger operations 
registered in EEUU (13). Transhumance was 
a frequent practice, as it was observed in 
almost half of the beekeepers in the study. 
However, this transhumance is performed 
mostly from one natural location to another 
one to take advantage of the different 
nutritional resources, as most of the time of 
the year colonies were not feeding in crops. 
Feed supplements were also frequent, 
especially in spring when they are used to 
boost the activity and the population of the 
colony.  
Relationships were observed between 
different beekeeping practices as a general 
trend. The total number of colonies was 
positively associated with the % of year in 
crop nutrition, and crop nutrition was 
positively associated with the % of colonies 
moved in transhumance. These trends may 
reflect the profile of the professional 
beekeepers, which have high number of 
colonies in bigger apiaries, move the majority 
of their colonies and part of these movements 
are performed to pollinate crops.  
In general we observed that the apiaries 
involved in the study were healthy, as 
evidenced by the high scores given by the 
veterinaries that inspected the colonies and 
the lack of overt symptomatology or 
depopulation in most of colonies. Perception 
of worse health status often involved the 
presence of fungal disease, which has been 
related to potential immune depletion (23). 
Only one colony showed evident symptoms 
of viral disease in autumn-winter, possibly 
related with overt infection of CBPV, which 
was only detected during this sampling. This 
result is in contrast with the trend described in 
previous studies, were CBPV is more frequent 
in spring and summer (24). A slight 
deterioration of health status was observed 
from spring-summer to autumn-winter, 
showed by the presence of symptomatology, 
together with kleptoparasitism of neighboring 
colonies. However scores of the sampled 
colonies did not varied significantly when 
comparing both samplings. 
Presence of bee viruses was frequent in the 
apiaries, as six of the seven viruses were 
detected in frequencies up to 62.5%. The 
most frequent viruses were BQCV and DWV 
in both seasons, according to previous studies 
in Spain (25) but clearly in contrast with 
another study which included samples from 
Andalucía and showed prevalences of bee 
viruses below 12% for BQCV and below 42% 
for DWV in spring and autumn 2006-07 (26). 
Significant differences between spring-
summer and autumn-winter were appreciated 
for DWV and IAPV. CBPV was also 
significant but this was due to the absence of 
this virus in spring-summer. Whereas IAPV 
decreased from the first to the second 
sampling, DWV showed a clear increase 
following Varroa trends along the beekeeping 
season (27), although viral load was below 107 
GEC/bee. These DWV loads, together with 
the absence of wing deformities as showed in 
the answers from the questionnaire, indicated 
that DWV is frequent in the colonies but 
mostly in covert infections. Therefore, no 
problems to control Varroa were detected in 
the majority of apiaries, suggesting that in the 
absence of high mite loads DWV infection 
could be afforded by the colonies, as 
previously observed (28-30). Associations 
between viral titres were observed for BQCV-
DWV and BQCV-CBPV.  However, more 
studies are needed to confirm these 
relationships, to elucidate if there is a real 
interaction or if viral replication is activated by 
other factors. Distribution of viruses was 
further analyzed and differences between 
provinces were appreciated for BQCV in both 
seasons and for DWV and CBPV in autumn-
winter, although the most prevalent viruses, 
BQCV and DWV were present in all the 
provinces. Thus, future studies should include 
several consecutive years to assess if these 
trends are observed in subsequent beekeeping 
seasons, indicating that spatial factors could 
have an effect on distribution of bee viruses. 
Finally, relationships between beekeeping 
practices and virus load and presence were 
studied. Associations were observed especially 
in autumn-winter, which together with Varroa 
and DWV seasonal trends, indicates that this 
season is critical in managing practices to 
assure an optimal health status. Total number 
of colonies was found to be negatively 
correlated with BQCV and DWV loads, 
suggesting that professional beekeepers with 
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high number of colonies tend to have less 
viral load in their apiaries. However, those 
apiaries that were located in crops were 
associated with higher BQCV loads, possibly 
indicating that these locations do not offer 
optimal nutrition to maintain this virus in low 
titres or have other factors, such as pesticides, 
which can have activate virus replication. 
Previous studies have highlighted the role of a 
diverse diet in the health of colonies in 
contrast to nutrition in monocultures (31-33). 
BQCV was also associated with artificial 
feeding in winter, which is used to keep 
colonies with adequate nutrition during 
overwintering, indicating that those apiaries 
which need artificial feeding possibly require 
special attention to their health status at the 
beginning of the next beekeeping season. 
However, no overt symptoms of BQCV have 
been observed in this study or reported in 
previous studies in Spain (25,26), so further 
research should deepen in these trends. 
Transhumance is a practice that has been 
related to stressing conditions in colonies (13). 
However in this study it has been poorly 
associated with DWV presence, so further 
studies should consider if this common 
practice has a real effect on colony health or, 
by the contrary, it really represent a benefit to 
colonies when used for the exploitation of 
natural resources. Logistic regression also 
revealed that artificial feeding in spring, used 
to boost colonies at the start of the 
beekeeping season and professionalism 
(indicated by variables total number of 
colonies and dedication) could be a protective 
factor when looking at coinfections of several 
viruses in the colony.  
Thus, professionalism is essential for 
beekeeping, not only for productions or 
pollinating services, but also for the 
maintaining of the health of the colonies in an 
optimum status along the year, as showed for 
bee viruses in this study. Specific training 
courses in beekeeping and supervision of non-
professional beekeepers could assure the 
presence of healthy apiaries in the future, 
maintaining virus infections in low levels. This 
could prevent for virus dissemination and 
appearance of overt infections that can 
become fatal to colonies. In this sense, 
optimization of Varroa treatments could be an 
effective way to prevent virus load increases, 
especially DWV, in autumn-winter, which has 
been shown to be critical for the health of 
colonies (29). 
Conclusion 
This study has revealed the beekeeping 
practices and their association with presence 
and load of bee viruses in the region of 
Andalucía, Spain. Professionalism has been 
shown to be essential to maintain health in 
apiaries, especially in autumn-winter, when the 
conditions of the colonies are critical. This 
study has also shown trends that could serve 
in the design of future prospective studies to 
analyze the influence of beekeeping practices 
such as transhumance and selection of 
locations for apiaries. 
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RESUMEN DE LOS RESULTADOS DEL OBJETIVO 4 
Las pérdidas de colonias de abejas han sido objeto de numerosos estudios que han 
buscado las causas de este fenómeno desde diferentes puntos de vista, incluyendo factores 
presentes en la colmena, en el hospedador, y por la naturaleza de la práctica apícola, en el 
medio ambiente que rodea las colmenas. Actualmente se considera que el colapso de 
colonias no se debe a una única causa, sino que son varios los factores de estos tres 
ámbitos los implicados en estas pérdidas, tratándose de un fenómeno multifactorial 
(vanEngelsdorp y Meixner, 2010). En los ambientes naturales, en los que no hay cultivos y 
ni pesticidas, que producen estrés subletal crónico en las colonias, y en colmenares 
profesionales donde se asume que las prácticas de manejo son óptimas, los patógenos son 
una de las potenciales fuentes de problemas para la colonia. Por tanto, el objetivo 4 de esta 
tesis doctoral consistió en analizar la dinámica y las interacciones de virus de abejas junto 
con otros patógenos presentes en las colonias, así como determinar su implicación en el 
debilitamiento de las mismas. Para ello caracterizamos la presencia de seis virus (DWV, 
BQCV, ABPV, IAPV, KBV y SBV), un microsporidio (Nosema ceranae) y un parásito 
(Varroa destructor), en muestras de abejas adultas y cría, durante las estaciones de primavera-
verano y verano-otoño, en seis colmenares profesionales situados en un entorno natural. Se 
observó que la presencia de patógenos fue frecuente en las colonias durante primavera-
verano, pero tanto la prevalencia como la carga de los mismos aumentaron en verano-
otoño junto con la presencia de sintomatología evidente y debilidad en las colonias. El 
análisis de componentes principales mostró que las colonias de un mismo colmenar tienen 
presencia y cargas de patógenos similares, y por tanto, la caracterización del entorno de las 
colmenas puede ser clave en el estudio de la dinámica de los patógenos en las colonias. Por 
otro lado, se encontró una correlación positiva entre los virus BQCV y SBV en las dos 
estaciones, y una correlación entre DWV y Varroa en verano-otoño. El debilitamiento de 
las colonias se relacionó con la presencia de altas cargas de DWV en verano-otoño, cuando 
se observó la presencia de sintomatología abierta. Además, el estudio por separado de 
muestras de abejas adultas y cría reveló que la cría tiene mayor carga de DWV en esta 
época del año, indicando que puede ser una muestra interesante en el estudio de la 
interacción con DWV y su implicación en el colapso de las colonias. Por último, en este 
estudio se describe por primera vez la presencia del virus ABPV en España.  
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Dynamics  and  Implications  of  Pathogens  in 
Weakening of Honey Bee (Apis mellifera) Colonies 
in Natural Environments. 
Marina  Vicente‐Rubiano1,2*,  Deborah  Kukielka3,  Eduardo  Fernández‐Carrión1,2, 
Joaquín Goyache1,2, José Manuel Sánchez‐Vizcaíno1,2 
1 VISAVET, Faculty of Veterinary Science, Universidad Complutense de Madrid (UCM), Spain 2 
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(UCM),  Spain  3 Department  of  pharmacy  and  health  science, Microbiology  area,  Pharmacy 
Faculty, Universidad CEU San Pablo, Madrid, Spain. 
Abstract 
Honeybee  colonies  in  temperate  climates  are  suffering  noticeable  losses  that  have  been 
mainly  observed  during  winter  and  have  been  attributed  to  a  combination  of  factors.  In 
absence of  important  sublethal  stressors  such as pesticides, pathogens are one of  the main 
threats  of  honey  bee  colonies  in  natural  environments.  In  the  present  study  we  have 
characterized in adults and brood samples the presence and dynamics of seven pathogens, six 
viruses, one microsporidia and one parasite, along the season. We describe the relationships 
between them and their  implications  in colony weakening  in natural‐environment colonies  in 
Spain.  We  observed  a  high  frequency  of  pathogens  in  spring‐summer  and  an  increase  of 
prevalence  and  load  in  summer‐autumn,  together  with  overt  symptoms  and  weakening. 
Further  principal  component  analysis  revealed  that  colonies  of  the  same  apiary  have 
similarities  in pathogen presence and  loads and thus, characterization of the environment of 
the colonies could be key  in the study of pathogen dynamics. A positive correlation was also 
found between Sacbrood bee virus (SBV) and Black queen cell virus (BQCV) along the seasons 
and  between  Deformed  wing  virus  (DWV)  and  Varroa  destructor  only  in  summer‐autumn. 
Weakening was  related  to high DWV  in  summer  autumn, when overt  symptomatology was 
also observed. Study of adult and brood samples separately also revealed that brood samples 
had higher DWV load in this season, indicating that this is an interesting sample in the study of 
Varroa‐DWV dynamics and implications in colony collapse. Finally, we first report the presence 
Acute bee paralysis virus (ABPV) for the first time in Spain. 
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Introduction 
In the last decades, an increment in the 
mortality ratio of colonies of western honey 
bee Apis mellifera around the world has 
caused important economic and 
environmental consequences. In North 
America and Europe, considered to be 
temperate climates, most of the losses that 
have been observed occurred during winter 
and early spring, (1), receiving the specific 
name of ‘overwintering mortality’. Several 
biotic and abiotic causes have been claimed 
for colony losses, but nowadays there is a 
general consensus about the fact that many 
factors are involved (2). These factors 
include combination of pathogens, 
environment and host conditions, depicting 
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that this overwintering mortality has been 
found to be highly linked to the colony 
health status before winter (3). 
Colonies are complex organisms highly 
dependent on the environment 
characteristics such as climate and 
availability/quality of food resources. These 
conditions determine two different seasons 
of high and low colony activity in temperate 
climates, which are spring-summer 
(breeding season) and autumn-winter, 
respectively. During the breeding season 
worker bees develop different age-
dependent tasks, from the inside of the 
colony to foraging activities outside the 
hive. In contrast, the colony reduces its 
activity in autumn-winter and worker bees 
form a cluster inside the colony to maintain 
thermoregulation (4). Longevity of worker 
bees is adapted according to this different 
activity around the year, so that bees that 
have to overwinter are long-lived, as the 
colony does not have the possibility of 
replacing them. This longer lifespan during 
winter could have an energetic cost, such as 
down-regulation of expression of some 
immune routes and physiological activity 
(5), providing a landscape that could favor 
pathogen replication.  
Pathogens that affect honey bees are 
numerous and include species of ecto- and 
endo parasites, bacteria, virus and fungi. 
One of the most challenging pathogens is 
the Varroa destructor mite, which causes 
direct damage to honeybee by feeding on its 
haemolymph, but it also causes indirect 
harm by immunosuppression (6) and by 
transmission and amplification of viruses. 
Twenty-four viruses have been already 
described in honey bees, although some of 
them are phylogenetically very close and 
might be variants of the same virus, such as 
DWV and Varroa-1 virus (7), and the 
ABPV-KBV-IAPV complex (8). Most of 
viruses normally persist in the colonies at 
low level of replication without showing 
clinical signs (covert infections). However, 
under stressing conditions they can enhance 
their replication and cause obvious 
symptomatology in the colonies (overt 
infections) (9).  
Most of the known environmental stressors 
of honey bee colonies are present in their 
surroundings, and are usually common to 
colonies of the same apiary such as 
beekeeping practices and conditions of the 
location, such as climatology, orography, 
habitat fragmentation, availability of 
adequate quality and quantity of food 
resources or the use of pesticides. To this 
respect, natural environments avoid the 
presence of pesticides which are frequent in 
crops and have been proven to have a 
chronic sublethal stress in honey bee 
colonies and other pollinators (10,11). 
Natural environments are also likely to offer 
better resources to colonies, as they tend to 
have more diverse flora and it is known that 
diverse diet is essential for the immune 
system of honey bees (12). It has been also 
shown that honey bees have preference for 
natural environments (13). In addition, there 
are stressors that can enhance pathogen 
replication inside the colony; one of the 
most relevant is the presence of high levels 
of Varroa destructor, a mite that acts as viral 
reservoir and incubator (14). The presence 
of high levels of Varroa can lead to an overt 
outbreak of clinical symptomatology 
produced by viruses in the called parasitic 
mite syndrome (15). Nosema is also 
considered a stressor, especially Nosema 
ceranae, the Asian species that has almost 
replaced the autochthonous Nosema apis in 
Europe. Nosema has been described as one 
of the factors involved in worldwide colony 
losses together with other pathogens (16,17) 
although its role is controversial since 
studies have described that these 
microsporidia are common in healthy 
colonies (18).  
Thus, colony losses are not caused by only 
one of these factors, but by a combination of 
them that lead to the rupture of the 
equilibrium host (honey bee)-pathogen-
environment that occurs in healthy colonies. 
Different combinations of pathogens have 
been identified in dead or depopulated 
colonies, and several types of relationships 
between them have been identified. 
Synergies are defined as mutually or 
unilaterally facilitating effect between 
pathogens; antagonism is the opposite case, 
defined as mutually or unilaterally inhibitory 
effect (19). Accumulative effect is observed 
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when the effect of one pathogen is added to 
the effect of another pathogen, but there is 
no direct effect between these two 
pathogens. Direct effect of these 
combinations of pathogens in the same 
colony is still poorly understood and might 
be different depending on host physiology 
and apiary environment. For example, 
seasonality of Varroa influences the 
presence and load of Varroa-related viruses 
(20), for that reason relationships between 
pathogens might differ between seasons, and 
have different effect on honey bee health. 
Lately, new data on the role of the immune 
system in the dynamics of these 
relationships has also been described 
(21,22). 
 Based on these precedents, our aim is to 
determine whether there are differences in 
the health status of spring-summer and 
summer-winter bees maintained in natural 
environments and determine if differences 
vary between apiaries. We hypothesize that 
higher loads and combinations of bee 
pathogens in summer-autumn are related 
with decreased populations that can lead to 
colony losses in winter. Our secondary 
objective is to assess the implications of the 
differences in pathogen loads between brood 
and adult bees into colony health. 
Material and methods 
Description of apiaries 
Six apiaries were sampled in the 
autonomous region of Madrid, central Spain. 
Apiaries were selected attending to their 
location and management. The selected 
apiaries belonged to six different 
professional beekeepers and were located in 
natural environments, avoiding the presence 
of crops and urban centers in their 
proximities. All the locations were 
distributed in different municipalities and 
were separated by more than 10 km, so there 
was no contact between apiaries. All the 
apiaries performed a treatment against 
Varroa destructor with commercial 
acaricides in autumn.  
Description of samplings 
The period of study included the season of 
beekeeping activity of 2014, between May 
and October. First sampling was carried out 
between May and June 2014, when honey 
bees are in high collecting activity and there 
is abundant brood. Second sampling was 
carried out between August and September 
2014, when most of the honey production 
has finished and colonies are reducing their 
activity to overwinter. Ten colonies were 
randomly selected in each apiary. More 
colonies were sampled (to a maximum of 
13) in prevision of colony dead if symptoms 
lead to the beekeeper to eliminate the 
colony. As the same colony was considered 
in both samplings, they were marked during 
the first sampling. Colonies that could not be 
marked were excluded from analyses of 
evolution of pathogen load in each colony.  
From each colony, samples of adult bees 
(foragers) and brood were taken. Foragers 
were taken from the hive entrance or from 
the honey combs. Brood was sampled by 
cutting pieces of comb of approximately 
5x7cm, containing capped and uncapped 
brood. Samples were refrigerated during 
transport and frozen at -80ºC in the 
laboratory until processing. 
Estimation of honey bee population and 
symptoms observed 
To evaluate the health status of the colony, 
estimation of honey bee population and 
observation of symptomatology was 
described. Honey bee population was 
estimated at the moment of sampling by 
categorization of colonies following 
beekeepers expert opinion. Each colony was 
categorized as “healthy” or “weak” 
attending to their population condition after 
careful inspection of all the combs. 
“Healthy” colonies were those with 
adequate number of adult bees (nurses and 
foragers) and brood, whereas “weak” 
colonies were those with abnormally low 
adult bees covering combs and brood, 
considering the beekeeping managing and 
the time of the year. Presence of symptoms 
was also registered in each colony, including 
mortality, clear symptoms attributable to a 
known disease or general symptoms such as 
depopulation. 
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Presence  and  quantitation  of  Varroa 
destructor load 
Varroa presence was carefully inspected in 
each colony in both samplings by opening a 
small piece of drone brood and assessing the 
presence of the mite. Varroa destructor was 
quantified in at least five colonies per apiary 
in October-November 2014. The method 
used to quantify mite load was the 
quantification after treatment (23). A 
sanitary floor with a grid to quantify Varroa 
was designed and adapted to the size of each 
colony, approximately 50 x 35 cm. Each 
grid was covered with non-perfumed 
vaseline and a net was superposed to it to 
avoid Varroa elimination from the hive by 
cleaner honey bees. Each grid was installed 
in the colony prior to treatment of colonies 
with acaricide. The grid was retired after 
three weeks in the colony and Varroa load 
was quantified in the laboratory.  
Processing  and  molecular  analysis  of 
honey bee samples 
Ten whole bees or brood (larvae and pupa) 
were homogenized with mortar and pestle in 
2ml of PBS 1x pH 7.2, to detect pathogen 
infection above 25% with 0.99 of 
probability of detection per colony (24). 
Homogenates were used to extract RNA for 
bee viruses’ analysis and DNA for 
microsporidia analysis. RNA was extracted 
with 150 µl of honey bee homogenate using 
RNA II Macherey-Nagel kit, following the 
manufacturer instructions. To extract DNA 
for microsporidia, the protocol of BeeBook 
was adapted (25). Two hundred µl of 
homogenate were centrifuged at 16,100g 
and supernatant was discarded. Pellets were 
frozen and crushed with sterile tips to 
disrupt Nosema spores. This process was 
repeated three times before extraction of 
DNA with DNA Isolation kit (Roche), 
following manufacturer instructions. 
Extracted RNA and DNA were frozen to -
20ºC until molecular analysis. 
Molecular procedures 
Six viruses and one microsporidia (namely 
“pathogens”) were analyzed to describe both 
presence and quantity by amplification of 
pathogen-specific nucleic acid: acute bee 
paralysis virus (ABPV), Israeli acute 
paralysis virus (IAPV), Kashmir bee virus 
(KBV), sacbrood bee virus (SBV), deformed 
wing virus (DWV), black queen cell virus 
(BQCV) and N. ceranae. One-step reverse-
transcription real time polymerase chain 
reactions (RT-qPCR) and one-step real time 
polymerase chain reactions (qPCR) based on 
SYBR-Green dye and using primers and 
PCR conditions previously described by 
several authors (8,26-29). Pathogen loads 
were quantified using absolute 
quantification. Amplified products of bee 
viruses obtained by RT-PCR were cloned 
into a PGemT® plasmid vector (Promega) 
and OneShot®TOP10 chemically competent 
cells (Invitrogen) following the 
manufacturers’ instructions. Plasmids were 
extracted from E. coli competent cells with 
the QIAprep Spin Miniprep kit (Qiagen) and 
confirmed as positive to each virus by PCR. 
Concentrations (ng/µl) of the plasmids were 
measured in Nanodrop®. Standard curves 
were constructed with triplicates of serial 
dilutions of known amounts of each plasmid 
from 1010 to 101 copies/ µl (limit of 
quantitation) for viruses and from 1010 to 102 
copies/µl (limit of quantitation) for N. 
ceranae. Samples which dissociation curves 
displayed the same Tm as positive controls 
but whose Ct values were below the limit of 
quantitation were considered positive but 
not quantifiable (30,31). Pathogen load was 
expressed as genome equivalent copies per 
bee (GEC/bee). 
Statistical analysis 
Descriptive analyses of each variable were 
performed to ascertain distribution of data. 
Data was re-scaled by log10 transformation 
to apply statistical tests. Three unit of 
analysis were used in the study, from the 
simplest to the more complex: individual 
sample, colony and apiary. 
Firstly, individual samples were the unit of 
analysis. Comparisons of pathogen load 
from adult bees and brood were performed 
using Mann-Whitney U test (M-W test) for 
individual samples to assess for differences 
of pathogen loads between these two 
populations. Comparisons were made both 
independently in each sampling and the two 
samplings together to study evolution of 
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pathogen load in adults and brood. N. 
ceranae was not included in the 
comparisons since it was only tested in adult 
bees. 
Secondly, colonies were considered as the 
unit of analysis. Frequency of each 
pathogen, studied as number of positive 
colonies from the total analyzed colonies, 
was calculated for each sampling 
independently. Statistical differences in 
pathogen frequency between samplings were 
calculated using Fisher’s exact test. As for 
pathogen load analysis, two different 
samples by group of age (adults and brood) 
were analyzed from each colony. Maximum 
pathogen load between the two samples was 
used as the only value per colony and 
pathogen. Colonies where pathogens could 
not be detected in both samples were 
considered as negative colonies for each 
pathogen. Evolution of the pathogen load in 
each colony was assessed by studying 
statistical differences in pathogen loads 
between samplings using Wilcoxon signed 
rank test (W test) for related samples. The 
value for each pathogen of individual 
colonies in the spring-summer sampling was 
compared to the value obtained in the 
summer-autumn sampling. For that reason, 
colonies where only one sampling could be 
performed were excluded from this analysis. 
In the case of apiary 3, colonies could not be 
identified in the second sampling, so this 
apiary was also excluded. Varroa analyses 
were not considered in this analysis as we 
only measured mite load in the second 
sampling. Relationships between pathogen 
loads were assessed by bivariate Pearson’s 
correlations. Significant correlations were 
then studied by curve estimation regression 
and R2 parameter to determine if the 
observed fits into a known distribution. 
Exploratory comparisons of pathogen loads 
were also made by M-W test between 
colonies classified as “healthy”, if adult bee 
population and brood were considered 
normal by the beekeeper in each season, and 
“weak” if beekeepers observed low adult 
population and brood compared to the 
normal situation. 
Thirdly, we performed a principal 
component analysis (PCA) to assess the 
distribution of the variance of each pathogen 
load. PCA was performed using R package 
“prcomp”.  
Finally, logistic regression mixed models 
were used to study the influence of the 
studied pathogens in the weakening of 
colonies. Two models were run in each 
season by implementing R packages “lmer” 
and “nmle”: linear regression model (LRM) 
and linear regression model with random 
effects, namely mixed effects models 
(MEM), considering the effect of the apiary 
(1│apiary) as grouping factor to take into 
account the non-independence between 
colonies from the same apiary and allow the 
intercept to vary between apiaries (32). As 
dependent variable we used colonies 
classified as “healthy” and “weak” by 
beekeepers expert opinion. Pathogen loads 
were considered as independent variables 
and were transformed in log10 values, 
reclassified as Boolean variables (i. e., “0” 
value for colonies negative to a pathogen 
and “1” value for colonies positive to a 
pathogen) and as dummy variables. Dummy 
variables were constructed to classify 
colonies with high, medium and low load of 
each pathogen. Regressions were run using 
backward elimination process to select the 
variables to be retained in the final model 
using the Akaike’s information criterion 
(AIC), a penalized version of the likelihood 
function in which the best model is indicated 
by the lowest value. Odds ratios (OR) with 
95% of confidence interval were used to 
show the results of the model due to the 
reduced sample size. 
All statistical analyses and figures were 
performed using SPSS v.21 and R language 
(33) in R Studio. Significant differences in 
statistical tests were considered when p 
value < 0.05. 
Results 
 Honey bee population and symptoms 
Sixty four colonies were sampled in spring-
summer and sixty one in the summer-
autumn season. This difference in the 
number of colonies is due to the loss or 
elimination of colonies between samplings. 
As stated above, these losses were not 
included in the analyses. During the first 
sampling, population in colonies was 
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considered “healthy” by beekeepers in most 
of the colonies, as only 6 out of 64 (9.38%) 
had  a bee population below adequate levels 
for the beekeeping managing of the apiary 
and the time of the year. The most frequent 
symptom observed was ascosphaerosis 
(10.94%). Varroa presence was observed in 
4 colonies by visual inspection (6.25%). 
Wing deformities were not observed in this 
period. During the second sampling 
decreased bee populations were observed in 
13 out of 61 colonies (21.31%). The 
presence of Varroa was observed in 30 out 
of 61 colonies (49.18%) and wing 
deformities were evident in 10 out of 61 
colonies (16.39%). 
Pathogen  load  per  sample:  adult  vs 
brood sample 
During the spring-summer sampling, BQCV 
was the most frequent pathogen in both 
brood and adults. This virus was also the 
most frequent in adults the summer-autumn 
sampling; however, DWV was the most 
frequent virus in brood in the second 
sampling (Table 1). 
 
 
 
Table 1. Frequencies of acute bee paralysis virus (ABPV), Israeli acute paralysis virus (IAPV), 
Kashmir virus (KBV), sacbrood virus (SBV), deformed wing virus (DWV) and black queen cell 
virus (BQCV) found in adult and brood samples during the spring‐summer and the summer‐
autumn samplings.  
Spring‐summer  sampling 
  N  ABPV (%)  IAPV (%)  KBV (%)  SBV (%)  DWV (%)  BQCV (%) 
Brood  59  6.78  6.78  6.78  16.95  32.20  94.92 
Adults  60  1.67  1.67  3.33  10.00  50.00  76.67 
Summer‐autumn sampling 
  N  ABPV (%)  IAPV (%)  KBV (%)  SBV (%)  DWV (%)  BQCV (%) 
Brood  46  0.00  4.35  0.00  8.70  65.22  54.35 
Adults  62  1.61  16.13  0.00  9.68  48.39  80.65 
 
 
Figure 1. Pathogen  load  in  logarithmic scale of acute bee paralysis virus  (ABPV),  Israeli acute 
paralysis virus  (IAPV), Kashmir virus  (KBV), sacbrood virus  (SBV), deformed wing virus  (DWV) 
and black queen cell virus (BQCV) found in adult and brood samples during the spring‐summer 
and the summer‐autumn samplings. 
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Remarkably, we first detected the presence 
of ABPV in Spain in brood and adult 
samples. We found highest frequencies 
during the spring-summer sampling, were 
ABPV was present in 6.78% of brood 
samples and 1.67% of adult samples. 
As for the pathogen loads, differences 
between brood and adult samples were 
observed specially for DWV and BQCV 
loads (Figure 1). Focusing in these two 
viruses, during the spring-summer sampling 
adults showed higher viral loads than brood, 
and this difference was significant for DWV 
(M-W test, p=0.019). However, during the 
summer-autumn sampling this trend was 
only observed for BQCV (M-W test, 
p<0.001), whereas brood showed higher 
DWV loads. In the second sampling we also 
observed significant differences for IAPV 
(M-W test, p=0.043), which was higher in 
the adult samples. 
Pathogen frequency per colony 
We observed that the presence of bee 
pathogens was common, as we found 
positive colonies to all studied pathogens in 
spring-summer and to all of them except 
KBV in summer-autumn.  
Spring-summer season. During the spring-
summer season the presence of the seven 
studied pathogens was detected in the 
colonies. The most frequent pathogens were 
BQCV, which was found in almost all 
studied colonies (98.44%). DWV was also 
frequent (62.50%), followed by N. ceranae 
(33.87%), SBV (23.44%), IAPV (12.50%), 
KBV (9.38%) and ABPV (7.81%).   
Summer-autumn. During the summer-
autumn season we observed that pathogen 
frequencies were similar to those observed 
in the same sampling. ABPV (1.61%), SBV 
(12.90%), BQCV (88.71%) and N. ceranae 
(22.95%) decreased in number of positive 
colonies, whereas KBV was not detected. 
However, an increase in the frequency of 
DWV (64.52%) and IAPV (17.74%) was 
observed. 
Frequencies of each pathogen were 
compared between the two samplings to 
analyze for the evolution of pathogen 
presence in the colonies. Colonies were 
analyzed as independent samples (without 
taking into account the apiary effect) to see 
the general trend of colonies. No significant 
differences between samplings were 
observed in the frequency of ABPV, IAPV, 
SBV, DWV and N. ceranae (Fisher’s exact 
test, p>0.05). KBV significantly decreased 
in the summer-autumn sampling (Fisher’s 
exact test, p=0.028) but this was because it 
was not detected in any of the sampled 
colonies. A significant decrease was also 
observed in BQCV (Fisher’s exact test, 
p=0.031), as in the first sampling was 
present in almost all the colonies. 
Pathogen load per colony 
The loads of the different pathogens in 
relation to the time of sampling are shown in 
Figure 2. For most of the pathogens, the 
average of viral load is under 101 GEC/bee 
for both samplings. The ABPV-KBV-IAPV 
complex was present in low viral loads, 
below 104 in most colonies, with outlier 
values with high loads, up to 1010 in the case 
of IAPV. In the second sampling, IAPV 
loads were higher compared to the first 
sampling, whereas for ABPV most of the 
colonies were negative and KBV could not 
be found in the second sampling. The 
pattern of SBV did not show noticeable 
variation loads among samplings, and only 
one colony had a load above 106 GEC/bee. 
However, trends could be appreciated for 
the DWV, BQCV and N. ceranae 
pathogens. In the case of DWV, an increase 
in the viral titres was clearly appreciated in 
the second sampling. In contrast, BQCV 
clearly showed a decrease of load in the 
summer-autumn sampling. As for N. 
ceranae, although differences in the average 
loads between samplings were not 
appreciated, a decrease of the load was 
observed. Wilcoxon test (excluding apiary 
3) revealed significant differences between 
samplings for DWV and BQCV (W test, 
p<0.05). However, N. ceranae did not 
decrease significantly (W test, p=0.841). 
Pathogen load per apiary 
Although trends were statistically observed 
for DWV and BQCV, more in deep analysis 
was carried out to assess if these seasonal 
differences occur in all the apiaries or if, by 
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the contrary, there are environmental or 
handling conditions that could be affecting 
the results. In the case of DWV, an increase 
in the viral titres was observed in four of the 
five apiaries, indicating a general tendency 
of viral increase along the beekeeping 
season. However, the tendency for BQCV 
was not as strong as for DWV, as a clear 
viral decrease was observed in three 
apiaries, whereas in the other remaining two 
apiaries an increase of BQCV load was 
observed. Significant differences were found 
in DWV load between seasons in two of the 
apiaries (apiaries 1 and 2, W test, p<0.05), 
indicating that extreme values (i.e. very high 
or very low DWV loads) have an effect on 
the significance of the trend observed. For 
BQCV, significant differences were 
observed in apiaries 2 (increase of BQCV 
along the season) and 6 (decrease of BQCV 
along the season) (W test, p<0.05). Thus, a 
general trend could not be defined for 
BQCV. 
 
 
Figure 2: a) Frequencies of pathogens and Varroa found in each sampling b) Pathogen loads in 
logarithmic scale found in each sampling c) Deformed wing virus (DWV) load in logarithmic 
scale per apiary in each sampling d) Black queen cell virus (BQCV) load in logarithmic scale per 
apiary in each sampling e) Varroa loads per apiary after acaricide treatment. ABPV: acute bee 
paralysis virus; IAPV: Israeli acute paralysis virus; KBV: Kashmir virus; SBV; sacbrood virus. 
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Varroa infestation rates  
This analysis was only performed in the 
summer-autumn sampling, as we used the 
acaricide method to quantify the infestation 
rate of colonies, and all colonies were 
treated against the mite in this time of the 
year. Unfortunately we were not able to 
include the grid to quantify Varroa into de 
colonies of the apiary 6, so this apiary was 
excluded from the analysis. Varroa was 
detected in all the studied apiaries, ranging 
between 24 and 2445 mites counted per 
colony. The highest mite titres were 
encountered in apiary 2, were the mite was 
also observed during the inspection of the 
colonies while sampling. This was also one 
of the two apiaries were DWV increase was 
significant along the study period, and the 
apiary were the highest loads of DWV were 
observed. The lowest mite titres were 
observed in apiary 3. 
Pathogen  coinfection  and  loads  in 
“healthy” and “weak” colonies 
We studied the presence of differences in 
the presence and load of the studied 
pathogens in “healthy” and “weak” colonies.  
In the spring-summer season coinfection 
was frequent in both “healthy” and “weak” 
colonies, with 2.56 and 1.67 average 
pathogens per colony, respectively. 
However, during the summer-autumn season 
“weak” colonies showed significantly more 
number of pathogens per colony, with an 
average of number of pathogens of 2.68 in 
“weak colonies” compared to 1.82 in 
“healthy” colonies (Chi square, p=0.039). 
Regarding pathogen loads, during the first 
sampling we observed that “weak” colonies 
presented higher loads of pathogens. 
Although this trend was clear for DWV and 
BQCV, this difference was no significant 
(M-W-test, p>0.05). In contrast, significant 
differences were found during the second 
sampling for BQCV (M-W-test, p=0.014), 
DWV (M-W-test, p=0.015) and IAPV (M-
W-test, p=0.047). Interestingly, in both 
samplings we found high pathogen loads 
also in “healthy” colonies, above 106 in the 
case of DWV and BQCV. 
Relationship between variables 
Significant correlations between pathogens 
were found in both samplings. In the first 
sampling a positive correlation was 
observed at colony level, between IAPV 
load and N. ceranae load (Pearson’s R=0.19, 
p=0.028, n=5) and between SBV load and 
BQCV load (Pearson’s R=0.605, p=0.017, 
n=15).  At apiary level cases of IAPV and N. 
ceranae positives occurred in apiaries 1, 3 
and 4; however, no significant correlations 
were found in individual apiaries due to the 
low number of cases. Linear function had 
high fitting in this relationship (R2= 0.844). 
Regarding SBV and BQCV, cases were 
distributed along all apiaries, especially in 
apiary 3 were 5 cases were observed; 
however, correlation was not significant at 
apiary level (Pearson’s R=0.327, p=0.592, 
n=5). Quadratic curve had the best fitting in 
this relationship (R2=0.405). 
In the second sampling the same correlation 
was observed between SBV load and BQCV 
load (Pearson’s R=0.752, p=0.031, n=8). 
Fitting of the function to a curve changed to 
linear (R2=0.566). However the correlation 
between IAPV load and N. ceranae load was 
not observed during this season. In contrast 
to the first sampling, at apiary level cases of 
SBV and BQCV were observed only in 
apiaries 1, 2, 3 and 4, although no 
significant correlations were found due to 
the low number of cases per apiary. Varroa 
counts were positively correlated with DWV 
load (Spearman’s ρ =0.668, p<0.001, n=30). 
This relationship was only significant at 
apiary level in apiary 4, although the number 
of cases was low (Spearman’s ρ =1, 
p<0.001, n=3). 
Principal component analysis (PCA) 
Three PCAs were run, one analysis per 
sampling (including SBV, DWV, BQCV 
and N. ceranae pathogens -in logarithmic 
scale-) and one extra PCA for the second 
sampling but adding Varroa -in logarithmic 
scale- (Table 2). Initially, ABPV, KBV and 
IAPV in the first and second samplings, and 
Varroa in the second sampling, where 
included in the analysis, but they were 
dismissed due to the low values of the 
coefficients associated to these pathogens in 
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the components (around zero). Only 
colonies were there was availability of all 
variables were considered in the analysis. 
In the first sampling, Varroa was not 
considered due to the lack of data. The 
two first principal components (PC), 
PC1 and PC2, explained the 78% of the 
variance (PC1 60% and PC2 18%). PC1 
was related to N. ceranae load 
(coefficient =0.945) and, to a lesser 
extent, to DWV (0.234) and BQCV 
(0.219) load. PC2 was mostly related to 
BQCV load (-0.724) and to SBV (-
0.438) and DWV (-0.437) load in lesser 
degree. By the contrary, IAPV, KBV 
and ABPV load had negligible influence 
in the first sampling because all their 
values were around zero.   
Similarly to the first sampling, the first 
PC1 and PC2 explained the 80% of the 
variance (PC1 58% and PC2 22%). PC1 
was strongly related to DWV load (-
0.836) and N. ceranae load (-0.490). PC2 
was influenced by N. ceranae load (-
0.856) and DWV load (-0.441). IAPV, 
ABPV and KBV load seemed to have a 
little influence in variability. 
We plotted these results into biplots 
comparing PC1 and PC2 in each 
sampling (Figure 3). In the two 
samplings we observed two different 
populations of colonies showing 
similarities in variance. One population 
seems to contain those colonies in which 
the viruses responsible for the variance 
in each PC are 0 (i.e. negative). The 
other population contains colonies were 
those values for viruses are different to 0 
(i.e. positive). We also observed that 
colonies belonging to the same apiary 
usually cluster together inside each of 
these two different populations. 
 
Table 2. Principal component analysis (PCA) per samplings in logarithmic scale. Coefficients of 
the  two main  principal  components  (PC)  and  the  proportion  of  the  variance  explained  per 
component. Numbers in bold indicate the variable with highest cumulative proportions in each 
PC.  
  1st sampling  2nd sampling 
  PC1  PC2  PC1  PC2 
Standard deviation  3.377  1.870  3.888  2.419 
Cumulative proportion  0.598  0.782  0.579  0.803 
SBV  0.051  ‐0.438  ‐0.057  0.212 
DWV  0.234  ‐0.437  ‐0.836  0.441 
BQCV  0.219  ‐0.724  ‐0.123  0.162 
N. ceranae  0.945  0.300  ‐0.490  ‐0.856 
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Figure  3.  Results  of  principal  component  analysis  (PCA)  for  the  first  and  second  sampling 
including SBV, DWV, BQCV and N. ceranae  loads  in  logarithmic scale. Distribution of the two 
first  principal  components  (PC)  in  each  sampling,  attending  to  the  proportion  of  variance 
explained. 
Logistic regression models.  
Two LRM were run in each season to assess 
if pathogen presence and/or load could 
explain the weakness of colonies in terms of 
decrease of adult or brood population. 
During the spring-summer sampling no 
significant LRM models could be performed 
as the number of “weak” colonies was very 
low. For the summer-autumn sampling only 
BQCV load was retained in the model (OR 
1.38, 95% CI [0.008-0.14], p=0.011). 
Neither interactions between variables and 
random effects run in the MEM did not 
improve the model. As these results could be 
influenced by colonies which had extremely 
high values of the pathogens (i.e. outliers), 
even in logarithmic scale, we considered 
recategorizing pathogen loads as dummy 
variables by classifying each colony into 
four categories: 0 (negative colonies), 1 (low 
load), 2 (medium load) and 3 (high load). 
When including dummy variables in the 
model, the only variable retained in the 
summer-autumn model was “high DWV 
load” (OR 6.17, 95% CI [1.07-48.70], 
p=0.0499). Random effects run in the MEM 
with dummy variables did not improve the 
model. No models were obtained in the 
spring-summer season. 
 
 
 
Discussion 
In the present study we have analyzed the 
relationship between the presence and 
quantity of eight different pathogens, six 
viruses, one microsporidia and Varroa mite 
and the weakening of colonies in six 
professional apiaries located in natural 
environments during two different seasons: 
the breeding season (spring-summer) and 
the season previous to overwintering 
(autumn-winter).  
Comparison between adult and brood 
samples was also performed to assess 
differences in pathogen presence and load 
attending to the different bee populations 
inside a colony. Interestingly, we found that 
virus frequencies were higher in brood 
during the spring-summer season and in 
adults during the summer-autumn season. 
However, DWV followed the opposite trend 
reaching frequencies above 65% in brood 
during the summer-autumn sampling. These 
results contrast with a previous study which 
found higher frequencies of six viruses in 
adults in three different seasons (34). Virus 
loads were higher in adults in both 
samplings except for DWV, which had 
higher loads in brood during the summer-
autumn sampling, according to previous 
research (31). High DWV presence and load 
in brood together with presence of wing 
deformities in summer-autumn may reflect 
the dynamics and the reproduction of Varroa 
inside brood cells. As brood increases for 
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spring to summer, the mite increases the 
reproduction rate until late summer when it 
peaks. Previous studies have established that 
transmission of DWV to pupae through 
parasitizing mites is a prerequisite for the 
development of deformed wings (overt 
symptomatology) (35-38), but the key factor 
for the development of wing deformities is 
the replication of DWV inside the mite 
resulting in a virus titer above a certain 
threshold that is injected into pupae (14,38). 
Taken together, these results suggest that the 
study of brood is determinant to understand 
DWV dynamics in the colony.  
At colony level, a deterioration of the bee 
population was observed across the period 
of study. In the spring-summer season 
colonies had strong bee populations and 
scarce disease symptoms. In contrast to this 
situation, decreased populations were 
detected in higher frequencies during the 
summer-autumn season, with frequent 
symptoms of varroosis and wing deformity. 
Objective comparisons of bee populations 
could not be performed as apiaries were 
selected to represent the situation of 
commercial colonies in natural 
environments and minimum external 
manipulation was desired. Thus, as colonies 
were not standardized at the beginning of 
the study, expert opinion of professional 
beekeepers was selected as method to detect 
colonies where bee population was 
anomalously low for each different 
managing and environmental conditions. 
Most of the analyzed pathogens, six viruses 
and one microsporidia, have been found to 
be frequent in these colonies. Interestingly, 
we found the presence of ABPV in 7.81% 
and 1.61 % of colonies in spring-summer 
and summer-autumn seasons, respectively. 
To our knowledge, this is the first time that 
this virus is detected in Spain despite 
previous studies that monitored it (39) 
including national surveys (40). The 
presence of this virus in Spain is not 
surprising, since it had been described in 
close locations such as Portugal and France 
(41). The low number of positive colonies 
did not allow us to describe ABPV 
seasonality, which peaked in early summer 
in the present study, in controversy with 
previous research which described higher 
frequencies in late summer in France 
(31,34). More studies should be conducted 
to determine if ABPV is present at very low 
levels covert infections in Spanish colonies.  
Comparing frequencies of viruses, ABPV 
and KBV seem to be the least frequent 
pathogens, followed by IAPV and SBV and 
N. ceranae. The two most frequent 
pathogens were BQCV and DWV which 
were found in at least 88.71% and 62.50% 
of colonies, respectively, according with a 
previous study in Spain (42) which also 
described a broad distribution of BQCV and 
DWV, and with other studies in Europe 
(31,34,43). However our results are clearly 
in contrast with a recent study also 
conducted in Spain which described 
prevalences below 30% for five viral 
pathogens (44). We also found that the 
presence of several pathogens coinfecting 
the same colony is common in the two 
studied seasons. However is during the 
summer-autumn season when “weak” 
colonies had significantly more number of 
pathogens coinfecting the same colony. 
These results are in accordance with 
previous observations of frequent 
coinfections in weak colonies related with 
winter mortality (45,46), although those 
observations were not quantitative. These 
results also suggest that the presence of bee 
viruses and microsporidia is frequent in this 
area, according with other studies in healthy 
and diseased colonies in different European 
regions (3,34,43,47) and in Spain 
(27,42,48). Noticeably, higher viral loads 
were found for BQCV and DWV in the 
order of 109 GEC/bee in both samplings. As 
for seasonal variations between the two 
samplings, an increase of frequencies of 
positive colonies was only observed for 
DWV an IAPV. These two viruses are 
transmitted by the parasitic mite Varroa, 
which was found in all sampled colonies in 
the summer-autumn season when a peak if 
the mite is usually observed (49). Viral loads 
of DWV and IAPV also increased along the 
sampling period. This trend was clear for 
DWV, as a significant increase in viral load 
was observed when considering all the 
colonies, and when analysis by colony, the 
increase was observed in four of the five 
although it was only statistically significant 
in two apiaries. In contrast, we observed a 
decrease of BQCV and N. ceranae loads. In 
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the case of BQCV a significant change of 
load between samplings was found; 
however, when analyzing each apiary 
independently this was not a clear trend. 
These results agree with previous research 
on seasonal variation of DWV presence and 
load (21,31,34,50,51) and are also similar to 
those observed in previous studies in Europe 
for ABPV-IAPV-KBV complex and DWV 
(52) and for DWV, BQCV and N. ceranae 
seasonal variations (51).  
Moreover, Varroa was present in the 100% 
of colonies in the summer-autumn season, 
indicating the mite could be an important 
factor in the presence and replication of the 
rest of pathogens, due to its 
immunosupressor effect (6). Indeed, 
evidence of varroosis could be detected in 
half of the colonies. Mite load was highly 
variable depending on the colony and the 
apiary, from the order of 101 to 103 mites 
per colony. This high variability could be 
explained by the method of quantification, 
as Varroa treatments have different levels of 
efficacy. However, as all the treatments used 
during the period of study are commercial 
and their efficacy ranges from 82-99% (53), 
we believe that if present, the bias in Varroa 
counts is minimum. 
When comparing “healthy” and “weak” 
colonies in our study we observed that 
higher pathogen loads occur in colonies with 
low bee population especially during the 
second sampling for BQCV, SBV and, to a 
lesser extent, DWV. Other studies have 
highlighted the role of viruses as indicators 
or predictors for winter losses, especially 
DWV load per se (46,51,54) or in 
combination with Varroa and other Varroa-
transmitted viruses (52). Our results also 
suggest that actions during the summer-
autumn season to identify changes in 
pathogen loads of colonies could be helpful 
to anticipate health events in the 
overwintering of colonies located in natural 
environments. However, as several 
pathogens are present in the same colony, 
interactions between them could be having 
an effect in the colony. For that reason, 
exploratory correlation analyses were 
performed between pathogen loads in each 
sampling. Strong correlations were only 
found for BQCV and SBV loads as a general 
trend in the six apiaries of study. We could 
not significantly allocate this trend to any of 
the studied apiaries, by the contrary this was 
a general trend including all the studied 
colonies. However, as fitting of the curve 
had a medium value, more studies are 
required to confirm this trend. Predictably, 
correlation between Varroa and DWV was 
also found as a general trend when 
considering all studied colonies during the 
second sampling. Numerous studies have 
revealed the relationship between the mite 
and this virus and the characteristics of this 
interaction (36,51,55,56). Especially, recent 
studies have categorized this interaction as a 
synergy mediated by host immunity (21). 
The presence of overt symptomatology of 
varroosis and wing deformities, together 
with the positive correlation between these 
two pathogens, suggest that our results are in 
line with this recent publication. However, 
more in deep analysis including 
measurement of NF-kB immune route 
should be performed to confirm this in 
future studies. Relationship between DWV 
and N. ceranae has been described as 
competitive (57) and more recently, as 
synergistic (58). However in the present 
study no relationship was observed between 
these two pathogens, according to the study 
of Martin et al., 2013 (59).   
To further investigate if these trends are 
influenced by their environment, we ran a 
principal component analysis (PCA). PCA is 
a multivariate analysis that identifies the 
greatest sources of variation (principal 
components) in datasets combining multiple 
variables, without making any prior 
assumptions about the origin of the samples 
(60). This methodology allowed us to look 
about trends in the complete data set in each 
sampling. We observed that pathogen loads 
follow two different clusters, distinguishable 
from each other, in both samplings when 
considering the first two PC. The first 
cluster includes colonies in which the 
variables that explain the PC are 0 (negative 
colonies) and the second cluster includes 
colonies where the value of same variables 
(i.e. pathogen load) is different from 0 
(positive colonies). Interestingly, 
considering these two clusters, we observed 
that colonies belonging to the same apiary 
have a similar behavior if compared to 
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colonies of the rest of apiaries. This result 
suggests transmission of pathogen between 
colonies from the same apiary and that 
apiary conditions such as environment 
factors and beekeeping practices have an 
effect on variability of pathogen loads 
between apiaries. A recent study has also 
highlighted a link between colony disorders 
and the environment of the apiaries, and 
specifically, the presence of agricultural 
crop areas (32). Thus, more in deep studies 
should characterize the apiary effect in 
natural environments and determine which 
factors have an influence in honey bee 
colonies. 
Finally, we ran two logistic regression 
models (LRM) and mixed effects models 
(MEM), one per each season, to assess if 
pathogen presence and load could be 
determining the decrease of bee population 
in colonies. A significant model was only 
found during summer-autumn considering 
only BQCV load. However, as this virus 
seems to be present in high prevalences and 
viral loads in asymptomatic colonies (31), 
pathogen loads were transformed into 
categories in dummy variables to avoid the 
effect of outliers. With this methodology, 
the only variable retained in the summer-
autumn model was “high DWV load”. 
Despite the correlation of DWV load with 
Varroa load during the summer-autumn 
season the model did not include Varroa, as 
the number of colonies where the mite was 
measured was lower. Moreover, we could 
not prove a direct effect of SBV-BQCV 
interaction on colony weakening as it was 
not included in the model, but a recent study 
has reported an increase of these two viruses 
in colonies untreated for Varroa that 
collapsed in winter (61). Thus, future studies 
should deepen in this relationship to assess 
its effect on colony health.  
Conclusion 
In this study we show the differences in 
health status of colonies located in natural 
environment at two different time-points: 
the breeding season (spring-summer 
sampling) and the season previous to 
overwintering (summer-autumn sampling). 
Here we report for the first time the presence 
of ABPV in brood and adult samples in 
Spain. We also show that although the 
presence of bee pathogens such as viruses 
and microsporidia is frequent in colonies in 
both samplings, during the summer-autumn 
season disease symptoms and weakening of 
colonies increased. We detected a 
relationship between “weak” colonies and 
high DWV loads and between DWV load 
and Varroa load. Although the data suggest 
an effect of the interaction Varroa-DWV in 
the weakening of colonies, more studies are 
required to confirm this tr and the 
interaction with other pathogens in colonies 
located in natural environments. Our data 
also suggest that brood is a key sample to 
study DWV dynamics in the colony. Finally, 
we observed that the environment of 
colonies could play an important role in the 
distribution of pathogen loads, and thus, it 
could have an effect on the appearance of 
disease symptoms in the colonies.  
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Los fenómenos de pérdida repentina de colmenas se han venido observando desde 
la antigüedad, con episodios registrados desde el año 950 (de Miranda et al. 2010b), y han 
tenido diferente repercusión dependiendo de la magnitud de las pérdidas. Sin embargo, la 
mayoría de estos fenómenos presentaron un carácter puntual y encontraron una causa 
subyacente. Un ejemplo es el caso de la Isla de Wight, en la costa sur de Inglaterra, donde 
la mortalidad de colmenas se debió probablemente a un cúmulo de factores, incluyendo la 
presencia de CBPV, el exceso de colmenas en el mismo emplazamiento y la presencia de 
climatología adversa que impidió el pecoreo de las abejas (Neumann and Carreck, 2010). 
En cambio, las pérdidas observadas en las últimas décadas han tenido una distribución 
prácticamente mundial, con casos registrados en numerosas localizaciones especialmente en 
el hemisferio norte. Tanto en el SDC como en las “pérdidas invernales” la manifestación 
final que se observa es el debilitamiento de la colonia en términos de reducción de 
población y la mortalidad de la misma. Además, no se ha encontrado un único factor que 
explique estos fenómenos, sino que se sospecha de la interacción entre varios factores, 
tanto bióticos como abióticos.  
A pesar de su probable carácter multifactorial, los patógenos sin duda juegan un 
papel fundamental en estas pérdidas. Entre ellos destacan los virus debido a su amplia 
prevalencia y distribución, a su frecuente presentación como coinfecciones dentro de la 
misma colonia, a su presencia como infecciones encubiertas, que en situaciones de estrés 
pueden pasar a infecciones aparentes, a su interacción con otros patógenos, especialmente 
Varroa, y al escaso conocimiento de la naturaleza de estas relaciones, no solo entre virus y 
hospedador si no entre estos virus, otros patógenos, el hospedador y el medio ambiente. 
Como ya se ha demostrado a lo largo de este documento, la complicada interacción entre 
estos factores es uno de los mayores interrogantes aun sin contestar en el problema de la 
pérdida de las abejas. Así, para poder esclarecerlo, es preciso descifrar primero cuál es el 
impacto de cada uno de esos factores sobre el estatus sanitario de las abejas. En esta tesis, 
se ha decidido trabajar desde una perspectiva poco desarrollada hasta ahora, y que puede 
aportar una información muy valiosa a este área de conocimiento. Dicho abordaje presenta 
a los virus como patógenos con gran influencia sobre el estado sanitario de las abejas y 
pretende describir su implicación y relación con el hospedador, con Varroa-como 
representante de otros tipos de patógenos-y con el medio ambiente, como escenario donde 
se enmarcan todos los sucesos anteriores. Como parte importante del problema de la 
pérdida de colmenas, y ante la imposibilidadde eliminarlos, la estrategia de actuación frente 
a los virus debe basarse en conocer qué efecto producen en las colmenas en diferentes 
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circunstancias con el objetivo de minimizar su impacto y tomar decisiones orientadas a 
prevenir futuras pérdidas de colonias.  
Así, la metodología empleada en el desarrollo de esta tesis presenta una doble 
aproximación que abarca el diagnóstico y la epidemiología de los principales virus que 
afectan a Apis mellifera teniendo en cuenta que las abejas desarrollan su actividad en un 
contexto biótico y medioambiental cambiante.  
Siguiendo esta línea, en primer lugar, se ha estudiado la implicación del virus IAPV, 
descrito como un indicador del SDC en EEUU (Cox-Foster et al. 2007) en la pérdida de 
colmenas en España, y se ha explorado la presencia de potenciales virus desconocidos en 
una colonia con SDC en España mediante la técnica de última generación “metagenómica”. 
Además, se ha determinado la implicación de las prácticas de manejo apícola como 
potenciales factores de riesgo asociados a una mayor presencia vírica en las colmenas y se 
ha explorado la dinámica y las relaciones de patógenos y su implicación en el debilitamiento 
de colonias en España. 
1. Diagnóstico	de	virus	como	potenciales	causantes	de	
la	pérdida	de	colonias	
Son muchos los estudios que han destacado el papel de diferentes factores como 
potenciales causantes de la pérdida de colonias. Así, hay estudios que han atribuido estas 
pérdidas a ciertos virus, sobre todo a los que forman parte del complejo ABPV-IAPV-
KBV (Berenyi et al. 2006; Cox-Foster et al. 2007)o al combo DWV-Varroa (Highfield et al. 
2009; Martin et al. 2012). Entre ellos, destaca el virus IAPV ya que se describió poco 
después de observarse las primeras pérdidas de colonias. 
A pesar de ser descubierto recientemente en colonias colapsadas de Israel donde se 
observó una elevada virulencia (Maori et al. 2007b), no fue hasta la publicación de un 
estudio sobre el SDC en EEUU cuando este virus cobró mayor importancia. En el estudio 
de Cox-Foster et al., se realizó un estudio metagenómico de la flora bacteriana y los virus 
de abeja presentes en colonias con SDC y se comparó con colonias sanas. Dos 
dicistrovirus, KBV e IAPV, se encontraron en las colonias con SDC, pero a diferencia de 
KBV, IAPV se encontró exclusivamente en estas colmenas colapsadas, incrementando el 
riesgo de SDC (odds ratio=65, p<0.0001). En este mismo artículo también se discutió 
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sobre el origen de IAPV en EEUU, determinando que la fuente se situó potencialmente en 
Australia mediante la comparación de secuencias del virus en un análisis filogenético. 
En España, la presencia de IAPV fue descrita en 2010 en una única muestra en 
Valencia (Kukielka and Sánchez-Vizcaíno, 2010) y se ha estudiado su prevalencia en varios 
estudios (Garrido-Bailón et al. 2010; Antunez et al. 2012). Sin embargo, a pesar de la 
aparente implicación que IAPV parece tener en la pérdida de colmenas, no se ha realizado 
ningún estudio cuantitativo en el que se evalúe el efecto de la presencia y la carga de este 
virus sobre la pérdida de colmenas, ni se ha investigado el origen de IAPV en España. El 
objetivo 1 de esta tesis doctoral pretende dar respuesta a estos interrogantes.  
Durante este estudio se analizaron muestras procedentes de la CCAA de Andalucía, 
ya que es una de las regiones más importantes a nivel de producción apícola (MAGRAMA, 
2015). El análisis molecular reveló la presencia de IAPV en el 13,5% de las colonias 
analizadas que fue similar a la descrita en estudios previos (Garrido-Bailón et al. 2010; 
Antunez et al. 2012), sin presentar ningún síntoma de SDC ni mortalidad. La carga vírica 
fue del orden de 105 CEG/abeja de media, pero llegando hasta un máximo de 107 
CEG/abeja. Estas cargas víricas en colmenas aparentemente sanas están en concordancia 
con las cargas encontradas en otros estudios previos en Francia (Gauthier et al. 2007) y 
Hawái (Martin et al. 2012).  
Por otro lado, no se pudo relacionar estadísticamente la presencia de IAPV con el 
SDC o la debilidad de la colonia o con ninguno de los síntomas observados en el momento 
del muestreo. Además, la presencia de cargas virales del orden de 107 tanto en colmenas 
sanas como débiles indica que estas cargas víricas no causan infección aparente por sí solas, 
por lo que la implicación  de cargas víricas más altas o la presencia de factores de estrés que 
desencadenen la replicación vírica pueden ser requisitos para que la colonia se vea afectada. 
Por tanto, al contrario que el estudio realizado en EEUU, en este estudio se ha encontrado 
IAPV en colonias sanas, con cargas víricas del orden de 107 que aparentemente no causan 
sintomatología evidente en la colonia, lo cual sugiere que la presencia de IAPV no es un 
indicador por sí solo de SDC en España. A pesar de no explicar por sí solo el SDC, la alta 
capacidad patógena de este virus ha sido demostrada, así como su relación con Varroa y el 
sistema inmune de la abeja, por ello no se descarta como causa de pérdida de colmenas 
cuando aparece en combinación con otros factores. Así, mediante estudios in vivo se ha 
sugerido que IAPV tiene efecto en la homeostasis de la abeja al interferir en la 
transcripción de genes que regulan las funciones básicas celulares (Boncristiani et al. 2013). 
DISCUSIÓN 
124 
 
Por otro lado, además de transmitirse horizontalmente mediante la alimentación de larvas y 
comportamientos como la trofalaxis, IAPV es capaz de transmitirse a través de Varroa (Di 
Prisco et al. 2011). Los últimos estudios han puesto de manifiesto que IAPV produce una 
infección sistémica en abejas de todas las edades y sexos, con mayor presencia en la cría y 
que está relacionado con la debilidad de las colonias (Chen et al. 2014). Este último trabajo 
también señala un efecto directo de IAPV sobre el metabolismo y el sistema inmune de la 
abeja, demostrado por un aumento en la expresión de genes de distintas rutas y por el 
descubrimiento de una ruta de supresión del ARN de interferencia (iRNA), mecanismo de 
defensa principal de los insectos frente a infecciones virales (Chen et al. 2014). 
En el objetivo 1 además se han descrito variantes de IAPV encontradas en 
colmenas sanas que están filogenéticamente próximas a variantes de IAPV relacionadas con 
la mortalidad de gran número de colmenas. Este hecho sugiere que IAPV se encuentra en 
infecciones encubiertas y que el desarrollo de síntomas puede estar ligado a la presencia de 
otros factores que favorecen la replicación vírica, como la presencia de Varroa y otros 
factores que pueden someter a la colmena a un estado de estrés, de manera similar a virus 
como DWV (Chen et al. 2014). Por tanto, puesto que la presencia de IAPV en España no 
es un hecho esporádico y factores como Varroa están presentes en todas las colonias, es 
necesario considerar la interacción de este virus con otros factores presentes en las 
colmenas de España en los siguientes estudios relativos a la pérdida de colmenas. 
Por otro lado, a pesar de que los virus rápidamente se han perfilado como uno de 
los factores implicados en las causas de la pérdida de colonias, ninguno de los virus 
conocidos hasta ahora ha sido capaz de explicar por sí solo la este fenómeno, así como 
tampoco lo ha conseguido el estudio aislado del impacto de otros patógenos y demás 
factores de riesgo sobre la abeja. Por ello, los numerosos estudios que han seguido a la 
descripción de IAPV como factor de riesgo del SDC (Cox-Foster et al. 2007) lo han 
descartado como único factor causante, al encontrarse de igual manera en colmenas sanas y 
enfermas. Además, la alta ocurrencia de coinfecciones tanto a nivel de la colonia como de 
abejas individuales han dirigido las nuevas hipótesis de investigación hacia un abordaje 
multifactorial donde se contemplan varios patógenos en el estudio de las causas tanto de 
enfermedades conocidas como de las enfermedades infecciosas emergentes de origen 
desconocido. Estas nuevas hipótesis requieren el empleo de nuevas metodologías 
diagnósticas. Las técnicas de PCR y RT-PCR que han sido tan ampliamente empleadas en 
el estudio reciente de los patógenos de las abejas requieren del conocimiento previo de la 
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secuencia de los mismos para su diseño, impidiendo así detectar la presencia de patógenos 
desconocidos potencialmente implicados en la pérdida de colmenas y por tanto, sesgando 
las conclusiones. Esta limitación ha sido sin embargo solucionada con el desarrollo de las 
técnicas de secuenciación masiva y la metagenómica, que permite la detección simultánea y 
la caracterización de diferentes patógenos, incluyendo virus, bacterias, parásitos, y hongos.  
Haciendo uso de esta novedosa técnica no sesgada, en esta tesis se ha identificado 
la presencia de tres virus, ALPV, IAPV y LSV, en una muestra con SDC en España 
(Navarra). ALPV es un virus que infecta a diferentes especies de ápidos (orden 
Hymenoptera), aunque también ha sido descrito en los órdenes Coleoptera y Hemiptera 
(Liu et al. 2014). Sin embargo, en 2011 fue descrito por primera vez en asociación con las 
abejas en EEUU, denominando a esta variante como “Brookings” (Runckel et al. 2011). La 
detección de ALPV en muestras de colonias de múltiples localizaciones geográficas en el 
curso de varios meses llevó a concluir que este virus no se transmite pasivamente a las 
abejas al pecorear en las mismas flores que otros ápidos. Sin embargo, este estudio no pudo 
asociar la infección con la variante Brookings a ninguna sintomatología en las colonias y 
concluyó que se necesitan más estudios para determinar si el virus ALPV es comensal, es 
transportado por las abejas, o realmente tiene un efecto patógeno sobre las mismas. 
Partiendo de esa base, en este estudio se describe por primera vez la presencia de una 
variante ALPV-like en Europa. Aunque se desconoce el efecto patógeno de ALPV en 
abejas (Van Munster et al. 2002b), la similitud entre la variante detectada en España y la 
variante Brookings hace pensar que ambos virus afectan a su hospedador de forma similar. 
Además, dada la frecuencia con la que se detectó la variante Brookings en EEUU y el 
descubrimiento de una variante capaz de infectar abejas en Europa, son necesarios más 
estudios que demuestren el efecto patógeno de ALPV en las abejas. Un primer paso es el 
estudio de la prevalencia de ALPV en abejas y en otros polinizadores, para determinar su 
distribución y su rango de hospedadores, así como su transmisión. 
En cuanto a IAPV, y tras lo descrito en el objetivo 1 de esta tesis para las muestras 
de Andalucía, el estudio metagenómico y análisis filogenético de la variante de IAPV 
detectada mostró igualmente similitud con variantes de Francia. Por tanto, la variante de 
IAPV encontrada en este estudio parece pertenecer a un grupo de IAPV que no causa 
infecciones aparentes y que no es capaz de causar SDC por sí solo, apoyando las 
conclusiones de nuestro objetivo 1 y otros estudios publicados (Blanchard et al. 2008; 
Reynaldi et al. 2011). 
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Por su parte, el virus LSV sólo había sido descrito en EEUU hasta el momento, y 
en este estudio se describe por primera vez su presencia en abejas europeas. Sin embargo, 
su efecto patógeno, así como su relevancia epidemiológica y su implicación en la pérdida de 
colmenas continúa sin conocerse, aunque se sospecha que puede tratarse de alguno de los 
virus descritos por serología de los que no existe información molecular, como los virus 
BVX, BVY, Arkansas y Berkeley. Por tanto, se requieren más estudios para conocer la 
implicación de LSV en la pérdida de colmenas.  
Por otro lado, el descubrimiento del TuRSV en la muestra de abejas gracias al 
enfoque metagenómico requiere de más estudios al respecto, ya que se desconoce a ciencia 
cierta la razón de la presencia de este virus de plantas en muestras de abejas. La razón más 
posible es que las abejas sean portadoras pasivas de este virus de plantas, por ejemplo al 
transportar las partículas de polen, ya que no parece probable que este virus replique en 
células de abeja. Por tanto, se requieren más estudios que confirmen este hecho, aunque lo 
que sí se ha observado es que, al menos, las abejas son capaces de actuar como vector 
mecánico del TuRSV, transmitiendo la infección de planta a planta cuando están 
polinizando. Además, este descubrimiento pone una vez más de relevancia la estrecha 
relación de las abejas con el ambiente que rodea las colmenas. 
Considerando en conjunto todos estos hallazgos, hemos podido aplicar las 
posibilidades que ofrece la metagenómica al campo de la virología apícola y al estudio de las 
causas de fenómenos multifactoriales como la pérdida de colmenas, permitiendo conocer el 
viroma o el microbioma completo de una muestra de interés, evitando las limitaciones de 
las técnicas de PCR de rutina. Como resultado de esta aplicación, se ha descrito la 
coinfección de dos dicistrovirus, un virus no clasificado y la presencia de un virus de planta 
en una colonia con SDC. Los hallazgos de los virus ALPV y LSV por primera vez en 
Europa, así como la presencia de un virus de planta en una muestra de abejas ofrecen 
nuevos interrogantes que pueden dar origen a futuros estudios sobre el papel de estos virus 
en el SDC. Además, el estudio metagenómico de muestras con SDC abre un enorme 
campo de posibilidades para desarrollar comparaciones de los microbiomas entre muestras 
sanas y enfermas, teniendo un enfoque global del fenómeno.  
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2. Análisis	epidemiológico:	 los	virus	como	parte	de	un	
problema	multifactorial	
 Los objetivos 1 y 2 de la presente tesis doctoral se han centrado en evaluar el 
efecto de la presencia de virus de abeja sobre las pérdidas de colmenas desde el punto de 
vista del diagnóstico. Sin embargo, en condiciones normales los virus se presentan en 
infecciones encubiertas que pueden ser toleradas por la colonia sin producir daños a la 
misma, requiriendo en muchos casos de otros factores para producir infecciones 
sintomáticas. Además, como se ha observado en el estudio metagenómico, los virus rara 
vez se encuentran de manera aislada en las colonias, sino que la presencia de coinfecciones 
es frecuente tanto en muestras de colonias colapsadas, como también en colonias sanas. 
Por tanto, es necesario integrar el diagnóstico vírico en un análisis global como parte de un 
problema multifactorial, que considere factores que puedan sumir a la colonia a un estado 
de estrés que facilite la replicación vírica, tales como factores climáticos, características del 
hábitat, prácticas de manejo, coinfecciones víricas y presencia de otros patógenos como 
Varroa y Nosema.  
Entre los factores externos a la colonia, el estudio de las prácticas de manejo es 
especialmente interesante porque ejercen una influencia directa sobre las condiciones de la 
colmena, tanto internas (por ejemplo, mediante los tratamientos de Varroa) como externas 
(por ejemplo, mediante la localización del colmenar). Caracterizar las prácticas de manejo 
que están relacionadas con una mayor o menor presencia viral puede facilitar su 
optimización, con el objetivo de propiciar las condiciones más idóneas para la colonia y así 
reducir el efecto de los virus sobre las mismas, previniendo posibles estados patológicos. 
En el objetivo 3 de la presente tesis doctoral se ha evaluado el manejo y el estado 
sanitario de colmenares de una importante región apícola española, Andalucía, a través de 
la recogida de información mediante encuestas y la evaluación de la presencia y carga de 
siete virus (DWV, BQCV, ABPV, IAPV, KBV, SBV, CBPV) en primavera-verano y 
otoño-invierno. Las encuestas revelaron que el perfil del apicultor profesional, aquel que 
tiene un mayor número de colmenas y mayor tamaño de colmenar, está asociado con una 
mayor exposición de las colmenas a una alimentación en cultivos, y a un mayor 
movimiento de colmenas mediante la trashumancia. En cuanto al estado sanitario, la mayor 
parte de los colmenares en estudio mostró un buen estado sanitario, lo que se reflejó en las 
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puntuaciones recogidas en las encuestas y en la falta de sintomatología de virus o 
despoblamiento.  
La presencia de virus de abeja fue habitual durante el periodo de estudio, puesto 
que se encontraron colmenares positivos a seis de los siete virus, siendo BQCV y DWV los 
más frecuentes y distribuidos, de acuerdo con estudios previos en España (Kukielka et al. 
2008a). Entre ambos muestreos las frecuencias y las cargas BQCV e IAPV disminuyeron, 
CBPV fue detectado sólo en el segundo muestreo. El único virus que mostró un 
incremento entre ambos muestreos fue DWV, siguiendo la tendencia anual de Varroa, 
aunque las cargas víricas no superaron los 107 CGE/abeja. Estas cargas, junto con la 
ausencia de síntomas de alas deformadas indican que aunque DWV es frecuente en las 
colonias, en Andalucía se encuentra en infecciones encubiertas, probablemente favorecidas 
por el control efectivo de Varroa. Por último, al analizar las asociaciones entre la presencia 
y carga de virus y algunas prácticas de manejo, se observaron tendencias para BQCV y 
DWV, especialmente en otoño-invierno, que junto con la tendencia observada para DWV 
y la estacionalidad de Varroa, es un momento clave en el que se deben extremar las 
prácticas de manejo para que las colonias superen el invierno con éxito. La carga de BQCV 
de correlacionó positivamente con el porcentaje del año en cultivos y negativamente, al 
igual que DWV, con el número total de colmenas, lo que sugiere que los apicultores 
profesionales, con mayor número de colmenas, tienden a tener menos cantidad de virus en 
las mismas. La presencia de BQCV y DWV también se relacionó con la alimentación 
artificial en invierno y la trashumancia fuera de provincia, respectivamente. Así mismo, la 
profesionalización se vio relacionada con un menor número de virus por colmenar. Por 
tanto, estos resultados sugieren por un lado que la profesionalización del sector es 
fundamental tanto para la producción y la polinización como para el mantenimiento del 
estado sanitario de las colmenas durante el año, pero ponen igualmente de manifiesto la 
necesidad de estudiar la acción de la trashumancia fuera de provincia, especialmente para 
polinizar cultivos, en el efecto de los virus sobre la salud de las colmenas. La formación 
específica y la supervisión de nuevos apicultores para optimizar el manejo podrían asegurar 
un buen estado sanitario de las colmenas, manteniendo en niveles bajos las infecciones 
víricas especialmente en otoño-invierno para los virus transmitidos por Varroa, 
especialmente DWV.  
En el objetivo 3 se ha puesto de relevancia la importancia de un manejo óptimo de 
las colmenas para reducir el posible estrés a las que éstas se ven sometidas. Sin embargo, a 
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pesar de que mediante la profesionalización del manejo se pueden minimizar las 
condiciones de estrés sobre la colmena, existen numerosos patógenos que coinfectan una 
misma colmena, y que por tanto, pueden interactuar entre sí produciendo diversos efectos. 
La coinfección de patógenos puede potenciar el efecto de algunos de estos patógenos (por 
ejemplo, mediante sinergias o efecto aditivo), inhibir otros patógenos (por ejemplo, 
mediante antagonismo), o pueden también inducir estrés en la colmena cuyo resultado es la 
activación de infecciones encubiertas. Por tanto, como última parte de esta tesis se decidió 
comprender la relación entre la presencia y carga de seis virus (ABPV, KBV, IAPV, SBV, 
BQCV y DWV), el microsporidio Nosema ceranae y Varroa destructor con el debilitamiento de 
las colmenas en seis colmenares profesionales mantenidos en un entorno natural para 
minimizar el efecto de otros factores como la presencia de pesticidas en cultivos. El estudio 
se ha llevado a cabo en dos épocas del año de especial importancia para las colonias: la 
estación de cría (primavera-verano) y la estación previa a la hibernación de las colmenas 
(verano-otoño). 
En cuanto a la edad de las abejas,  destacó la tendencia observada para DWV en la 
cría ya que se detectaron frecuencias por encima del 65% en la cría en verano otoño, en 
contraste con estudios previos (Tentcheva et al. 2004). Las cargas víricas fueron más altas 
en abejas adultas para todos los virus excepto para DWV en verano-otoño, que presentó 
mayores cargas en las muestras de cría, como ya había sido descrito anteriormente 
(Gauthier et al. 2007). Esta mayor presencia de DWV en la cría, junto con la presencia de 
síntomas de las deformadas en verano-otoño puede ser el reflejo de la dinámica de Varroa 
en las colmenas. A medida que la cría aumenta a lo largo desde la primavera hasta el 
verano, el ácaro aumenta su tasa de reproducción hasta el final del verano, cuando alcanza 
su pico máximo. Estudios previos han establecido que la transmisión de DWV a las pupas 
a través de Varroa es un requisito para la producción de la sintomatología de alas 
deformadas (Ball and Allen, 1988; Bowen-Walker et al. 1999; Yue and Genersch, 2005; 
Shen et al. 2005b), pero el factor clave para la aparición de estos síntomas es la replicación 
del virus dentro del ácaro, aumentando la carga de DWV que es inyectada en la pupa (Yue 
and Genersch, 2005; Gisder et al. 2009). Por tanto, estos resultados sugieren que el estudio 
de la cría es esencial para entender la dinámica de DWV en la colonia.  
Los resultados a nivel de colonia mostraron un empeoramiento del estado sanitario 
lo largo del periodo de estudio. De los patógenos estudiados, destaca la detección de ABPV 
en ambas estaciones, siendo la primera vez que se describe el virus en España, a pesar de 
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que ya se había incluido en estudios previos de monitorización de virus (Kukielka et al. 
2008a) y en encuestas nacionales (RASVE. 2015). Este virus fue, junto con KBV, el menos 
frecuente, seguidos por IAPV, SBV y Nosema ceranae. Los más frecuentes fueron BQCV y 
DWV,  en concordancia con estudios previos en España (Kukielka et al. 2008a) y en 
Europa (Tentcheva et al. 2006; Berenyi et al. 2006; Gauthier et al. 2007). También se 
observó que la presencia de varios patógenos coinfectando una misma colonia es frecuente 
en las dos estaciones, pero es en verano-otoño cuando las colmenas débiles tienen 
significativamente mayor número de patógenos por colonia, de acuerdo con estudios 
previos sobre pérdidas invernales (Ravoet et al. 2013; Budge et al. 2015), aunque estos 
estudios no fueron cuantitativos. En cuanto a la cuantificación de los patógenos, se 
encontraron altas cargas, del orden de 109 CGE/abeja, para BQCV y DWV en ambos 
muestreos. Se encontró que tanto las frecuencias como las cargas víricas de DWV e IAPV 
aumentaron del primer al segundo muestreo, siguiendo el ciclo de Varroa, que transmite 
ambos virus (OIE. 2015), tendencia que fue también observada en el objetivo 3 para DWV. 
Esta tendencia fue clara para DWV, que aumentó en cuatro de los seis colmenares 
analizados, de acuerdo con estudios previos (Tentcheva et al. 2006; Martin et al. 2010; 
Dainat et al. 2012; Nazzi et al. 2012). Si comparamos los resultados obtenidos en Andalucía 
y en Madrid, en las colonias de Andalucía se ha observado la presencia de al menos seis 
virus diferentes de abejas, pero a diferencia de las colonias de Madrid las cargas no han 
superado los 107 CEG/abeja y apenas se han observado síntomas víricos evidentes. 
Tampoco se han observado problemas con Varroa, a pesar de convivir con el ácaro y 
realizar los tratamientos. Estas diferencias podrían deberse a factores climáticos, ya que 
Andalucía registra inviernos algo más cortos y con temperaturas más elevadas, pero 
podrían existir más factores, de modo que estas diferencias pueden ser el punto de partida 
de otros estudios sobre virus en España. 
Al comparar las colonias con población fuerte y débil, se observó que las colonias 
con población débil tienen mayores cargas de virus, especialmente en el segundo muestreo, 
donde se observó esta tendencia para BQCV, SBV y, en menor medida, DWV. Estudios 
previos ya han señalado el papel de los virus como indicadores o predictores de las pérdidas 
de colonias invernales, en especial DWV per se (Highfield et al. 2009; Dainat et al. 2012; 
Budge et al. 2015) o en combinación con Varroa y otros virus transmitidos por el ácaro 
(Francis et al. 2013). Estos resultados indican que las acciones llevadas a cabo en verano-
otoño para identificar cambios en la carga de patógenos en las colonias pueden anticipar la 
pérdida de colonias en el invierno en ambientes naturales. Sin embargo, ya que se han 
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observado coinfecciones de patógenos en la misma colonia, pueden existir interacciones 
que afecten a las cargas. Por ello se realizaron análisis de correlaciones exploratorios entre 
las cargas de patógenos en ambos muestreos. En cuanto a virus, sólo se apreció una 
correlación fuerte entre la carga de BQCV y SBV en ambos muestreos, que sin embargo no 
se pudo verificar a nivel colmenar y cuyo ajuste a una curva requiere de más estudios. 
Previsiblemente se encontró una correlación entre la carga de DWV y Varroa durante el 
segundo muestreo, al igual que numerosos estudios ya habían señalado (Bowen-Walker et 
al. 1999; Martin. 2001; Sumpter and Martin, 2004; Dainat et al. 2012). Recientemente se ha 
caracterizado esta relación, definiéndose como una sinergia mediada por el sistema inmune 
(Nazzi et al. 2012). La presencia de sintomatología evidente de varroosis y alas deformadas, 
junto con la correlación entre estos dos patógenos indican que nuestros resultados pueden 
estar en línea con esta publicación, aunque se requieren de estudios centrados en el sistema 
inmune de las abejas para comprobarlo. Por otro lado, aunque la relación entre DWV y 
Nosema ceranae se ha definido como competitiva (Doublet et al. 2015) y sinergística (Zheng 
et al. 2015), no se observó correlación entre ambos patógenos en este estudio, de acuerdo 
con Martin et al.(Martin et al. 2013).  
Para investigar si estas tendencias están influidas por el ambiente, se llevó a cabo un 
análisis de componentes principales (ACP) en cada muestreo. El ACP es un análisis 
multivariable que identifica las mayores fuentes de variación (componentes principales) en 
bases de datos combinando múltiples variables, sin hacer asunciones previas sobre el origen 
de las muestras (Mondet et al. 2014). Considerando los dos primeros componentes 
principales (CP) se observó la existencia de dos clústeres, el primero de los cuales contiene 
las colonias positivas a las variables que explican el CP, y el segundo las colonias negativas. 
Considerando estos dos clústeres, se observó que las colonias que pertenecen al mismo 
colmenar tienen un comportamiento similar, comparadas con colonias de colmenares 
distintos. Estos resultados indican una posible transmisión de patógenos entre colmenas y 
que las condiciones ambientales y las prácticas de manejo del colmenar tienen un efecto 
sobre la carga de patógenos. 
Por último, el análisis de regresión reveló que en el segundo muestreo la debilidad 
de las colonias está relacionada con altas cargas de DWV. Sin embargo, la carga de Varroa 
no fue considerada por este modelo, y tampoco se pudo comprobar el efecto de la relación 
BQCV-SBV en el debilitamiento de las colmenas, por lo que se requieren más estudios para 
confirmar estas tendencias.  
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Por tanto, este objetivo ha servido para esclarecer las diferencias de estado sanitario 
entre primavera-verano y otoño-invierno y la dinámica de los patógenos en colonias 
localizadas en ambientes naturales, destacando el papel de DWV en relación con las 
colonias débiles en altas cargas, su relación con Varroa y la importancia del estudio de este 
virus en la cría de abejas. Así mismo se han estudiado las relaciones entre patógenos, en 
especial BQCV-SBV, y se ha descrito la presencia de ABPV por primera vez en España. 
3. Perspectivas	y	líneas	de	futuro	
En la presente tesis doctoral se ha puesto de manifiesto la importancia de mantener 
el correcto estado sanitario de las abejas, que por su actividad polinizadora son esenciales 
para la conservación de la agricultura y la biodiversidad de gran parte del planeta. Aunque 
son numerosos los factores que les afectan y aún quedan muchas cuestiones por resolver, 
esta tesis ha dejado constancia de que la presencia de virus muy diferentes es frecuente en 
las colonias, con una variabilidad estacional, en coinfecciones e incluso en altas cargas, por 
lo que son un factor importante a tener en cuenta ante la pérdida de colmenas, así como su 
relación con el resto de factores que amenazan la salud de las abejas.  
El estudio de la implicación de los virus en la pérdida de colmenas debe enfocarse 
desde una visión multidisciplinar, que abarque aspectos tanto de los propios virus, como 
del hospedador y del ambiente que rodea las colmenas. En cuanto a los virus, el estudio del 
binomio DWV-Varroa en el contexto de las colmenas españolas presenta gran interés, en 
vista de los resultados de esta tesis. En España la totalidad de los apicultores conviven con 
Varroa, y en cuanto a DWV, este virus tiene una alta prevalencia, un potencial poder 
patógeno y, además, en la presente tesis se ha asociado en altas cargas con la debilidad de 
las colonias en verano-otoño. En cuanto al hospedador, la integración del estudio del 
sistema inmune puede suponer no sólo el conocimiento exacto de cómo afectan los virus a 
la salud de las abejas, sino que ofrece la posibilidad de poner en práctica medidas que 
refuercen el sistema inmune, ya que las abejas conviven habitualmente con más de un virus 
en la colonia. En cuanto al ambiente, el estudio de los factores ambientales y de manejo 
capaces de inducir estrés a las colmenas debe acompañar al estudio de los virus, ya que 
pueden suponer la diferencia entre una infección encubierta sin sintomatología que la 
colonia puede soportar, y una infección aparente que puede desencadenar el colapso de la 
colonia. 
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Por tanto, esta tesis doctoral ha supuesto un gran avance en el estudio de la 
implicación de los virus en la pérdida de colonias desde una perspectiva multidisciplinar, 
combinando diagnóstico y epidemiología, pero sin duda ha dejado abierta la puerta a 
nuevos estudios sobre la pérdida de colonias. 
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PRIMERA/FIRST	
A pesar de su patogenicidad, la presencia de IAPV no es indicador por sí solo del 
SDC en colonias de España, ya que se ha encontrado en colonias sin SDC, tanto en 
colonias con población fuerte como en colonias débiles y en infecciones encubiertas sin 
causar síntomas evidentes. 
Despite its pathogenicity, the only presence of IAPV is not an indicator by itself of CCD in 
Spain, as it has been found in colonies without CCD, and in strong and weak colonies carrying covert 
infections without clear symptomatology. 
SEGUNDA/SECOND	
Se ha detectado por primera vez en Europa la presencia de los virus ALPV y LSV, 
en coinfección con IAPV, en una colonia con SDC mediante el empleo de la 
metagenómica, así como una posible ruta de transmisión del TuRSV a través de 
polinizadores como las abejas. 
The presence of ALPV and LSV, in coinfection with IAPV, has been detected in Europe for 
the first time in a colony with CCD using a metagenomic approach, as well as a possible route of 
transmission for TuRSV through pollinators such as honey bees. 
TERCERA/THIRD	
Las tendencias observadas en otoño-invierno de una menor presencia de BQCV, 
DWV y coinfecciones con el número total de colmenas y el nivel de dedicación del 
apicultor indican que la profesionalización y la optimización de las prácticas de manejo 
pueden suponer un mejor estado sanitario de cara al invierno. Sin embargo, factores como 
la trashumancia fuera de provincia y la alimentación en cultivos se han relacionado con 
mayor presencia vírica y requieren de más estudios. 
The trends observed in autumn-winter between a lesser presence of BQCV, DWV and 
coinfections with total number of colonies and the degree of dedication of the beekeeper indicate that 
professionalization and optimization of managing could mean an improvement of the health status for the 
overwintering. However, factors such as transhumance to other provinces and feeding in crops have been 
associated with higher presence of viruses and require more studies. 
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CUARTA/FOURTH	
Se ha detectado por primera vez la presencia de ABPV en España en infecciones 
encubiertas asintomáticas en colonias localizadas en un entorno natural en la Comunidad 
Autónoma de Madrid, aunque la determinación de su prevalencia y estacionalidad en 
España requieren de estudios con mayor número de muestras. 
For the first time in Spain ABPV has been detected in covert infections in colonies located in 
natural environments in the Autonomous Community of Madrid. Nevertheless, more studies with higher 
number of samples are required for the establishment of its prevalence and seasonality in Spain. 
QUINTA/FIFTH	
Se ha observado un empeoramiento del estado sanitario de colmenas situadas en 
entornos naturales entre las estaciones de primavera-verano y verano-otoño, con un 
aumento de la sintomatología aparente y un aumento de colmenas con población débil 
relacionado con la dinámica del binomio DWV-Varroa, que debe ser objeto de futuros 
estudios en los que la toma de muestras de la cría puede ser determinante. 
A worsening in the health status of colonies located in natural environments has been observed 
between spring-summer and summer-autumn seasons, with an increase of the overt symptomatology and the 
number of colonies with weak population, which has been related with the DWV-Varroa dynamics in the 
colonies. These trends should be studied in future research where the sampling of brood could be essential. 
SEXTA/SIXTH	
La presencia de virus en colonias de España es un hecho habitual a tenor de los 
resultados observados en Madrid y Andalucía, destacando la presencia de altas frecuencias 
de BQCV y DWV, y de coinfecciones con otros virus, Nosema y Varroa, siendo verano-
otoño la época en la que las colmenas débiles presentan mayor número de patógenos. 
The presence of viruses in Spanish colonies is common, as observed in the studies in Madrid and 
Andalucía. Highlights from these studies are the presence of high frequencies of BQCV and DWV, 
together with coinfections with other viruses, Nosema and Varroa. Summer-autumn was also the season 
when weak colonies had higher number of pathogens. 
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Otros trabajos realizados durante el doctorado 
 En relación con virus de abeja: trabajos realizados durante la estancia en 
Mánchester (Febrero-Abril 2015): 
Correira, E., Vicente-Rubiano, M., Brettel, L., Martin, S.J. “Are honeybee glands effected 
by deformed wing virus?” Pendiente de envío a la revista científica. 
Laura E. Brettell  †, Gideon J. Mordecai †, Declan C. Schroeder , Ian M. Jones , Jessica R. 
Da Silva , Marina Vicente-Rubiano and Stephen J. Martin. “A comparison of 
Deformed Wing Virus in asymptomatic and symptomatic honey bees”. Viruses, 2015. 
Abstract: Deformed Wing Virus (DWV) in association with Varroa destructor, is currently 
the most important pathogen of the western honeybee (Apis mellifera). The appearance of 
deformed adults within an infested colony has long been associated with colony loss 
however little is known about why only a fraction of DWV positive individuals develop 
deformed wings. Using qRTPCR we found that in asymptomatic bees, those parasitised by 
Varroa as pupae had higher DWV loads than bees free of the mite during their 
development but there was no effect on wing morphology Deformed bees contained the 
highest viral load. DWV consists of a population of related sequences around two master 
variants; type A, associated with colony losses, and type B, originally named VDV-1. Next 
generation sequencing (NGS) revealed no consistent differences between paired deformed 
and asymptomatic samples from three different locations, with the greatest variation seen 
between locations. However, sequence differences were still apparent between deformed 
and asymptomatic paired samples and all samples except one were dominated by the DWV 
type A variant. This suggests that there is no one dominant genetic variant associated with 
wing deformity, but that all variants have the potential to cause deformity if they reach a 
sufficiently high load. 
Keywords: Deformed Wing Virus; honeybee; Varroa; Next Generation Sequencing; 
RTPCR 
  
ANEXOS 
160 
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Pigs and Potential Contacts with Wild Boar. Transboundary and Emerging diseases, 61(4), 
350-361. 
Rodríguez-Prieto V.*, Vicente-Rubiano M*., Sánchez-Matamoros A., Rubio-Guerri C., 
Melero M., Martínez-López B., Martínez-Avilés M., Hoinville L., Vergne T., Comin A., 
Schauer B., Dórea F., Pfeiffer DU., Sánchez-Vizcaíno JM. (2014). Systematic review of 
surveillance systems and methods for early detection of exotic, new and re-emerging 
diseases in animal populations. Epidemiology and Infection, 1-25.  * first authors. 
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